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RESUMO 
A Fibrose Cística (FC) é uma alteração genética que resulta em ausência ou mau funcionamento da 
proteína CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), principal responsável 
pela regulação do transporte de cloreto e bicarbonato nas células epiteliais. O desbalanço iônico 
resultante compromete o funcionamento de diversos órgãos, principalmente devido à viscosidade 
aumentada de suas secreções. A manifestação preponderante é a doença pulmonar, onde o acúmulo 
de muco nas vias aéreas compromete o clearance mucociliar e leva a colonizações bacterianas 
seguidas de infecções e resposta inflamatória intensa. A infecção por Pseudomonas aeruginosa é a 
principal causa de morbidade e mortalidade, devido aos mecanismos de adaptação dessa bactéria às 
condições de stress dos pulmões na FC, incluindo formação de biofilme, levando a uma infecção 
persistente, apesar da resposta da resposta imune humoral específica intensa. Assim, a detecção 
precoce da infecção é essencial, bem como entender as possíveis falhas na formação da imunidade 
humoral específica. Aqui, buscamos avaliar a utilidade diagnóstica de um teste de ELISA para 
dosagem de IgA secretora (sIgA) específica para P. aeruginosa em saliva, para detecção da infecção 
pulmonar crônica. A sIgA em saliva é um potencial marcador de colonização do trato respiratório 
superior, a qual pode anteceder a infecção pulmonar. Também analisamos a maturação da avidez da 
resposta de IgG sérica contra um pool de antígenos (St-Ag) e contra o alginato, principal 
componente do biofilme da P. aeruginosa. Encontramos concentrações aumentadas (> 47.2 U/mL) 
de sIgA em 87% dos pacientes com infecção pulmonar crônica – mediana = 181.5 U/mL 
(significativamente maior em relação a pacientes sem infecção crônica) – e um valor preditivo 
negativo de 92% para descartar a presença da infecção crônica. Em análise longitudinal de três anos, 
um resultado mediano positivo no primeiro ano de acompanhamento implicou em risco até 12.5 
vezes maior de exposição à P. aeruginosa nos dois anos seguintes. Assim, padronizamos um teste 
com potencial para detecção precoce e identificação de pacientes em risco de desenvolvimento da 
infecção pulmonar por P. aeruginosa. Apesar do aumento significativo na avidez de IgG contra o 
St-Ag no estabelecimento da infecção pulmonar crônica, a avidez contra o alginato não aumentou 
significativamente com a avanço da infecção, mesmo com exposição repetida dos pacientes a esse 
antígeno. Isso é, possivelmente, uma explicação para a persistência da infecção nos pulmões. Porém, 
tal assunto deve ser melhor explorado, bem como o cenário envolvendo a produção, proliferação e 
diferenciação de células B, e a qualidade da resposta imune humoral na FC, de um modo geral. 
Palavras-chaves: Fibrose Cística; Pseudomonas aeruginosa; Imunidade Humoral; Diagnóstico Precoce; sIgA; 
Biofilmes; Infecção; Sistema Respiratório.
ABSTRACT 
Cystic fibrosis (CF) is a genetic condition resulting in absence or misfunction of the Cystic 
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) protein, the main regulator of chloride 
and bicarbonate transport in the epithelial cells. The resulting ionic unbalance will impair the 
function of several organs, mainly due to increased viscosity of the mucus lining the epithelia. 
Pulmonary disease is the preponderant manifestation, where mucus buildup in the airways leads 
to impairment in the mucociliary clearance followed by bacterial colonization/infection and 
intense inflammatory response. Pseudomonas aeruginosa infection is the main morbidity and 
mortality cause in CF, due to the mechanisms this bacterium uses to adapt to stress conditions in 
the CF lungs, including biofilm formation, causing persistent infection despite the intense 
specific humoral immune response. Thus, early detection of P. aeruginosa infection is essential, 
as well as the better understanding of possible flaws in the specific humoral immune response. 
Here, we assessed the diagnostic usefulness of an ELISA test for measuring the concentration of 
specific P. aeruginosa secretory IgA (sIgA) in saliva for detection of chronic lung infection. 
SIgA in saliva is a potential marker of upper airway colonization, which can precede lung 
infection. Also, we analyzed the maturation of serum IgG avidity against a pooled P. aeruginosa 
antigen (St-Ag) and against P. aeruginosa alginate, the major biofilm component. We found 
positive sIgA concentrations (>47.2 U/mL) in 87% of the patients with P. aeruginosa chronic 
lung infection, whose median sIgA concentration (181.5 U/mL) was significantly higher when 
compared to intermittently colonized and non-infected patients. The test also showed a negative 
predictive value of 92% to rule out chronic infection, and, in a three-year longitudinal study, a 
positive median sIgA result in the first year of follow-up implied up to 12.5-fold increased risk 
of exposure to P. aeruginosa in the lower airways in the two subsequent years. Thereby, we have 
standardized a potential test for early detection and for identification of patients at risk of 
developing P. aeruginosa lung infection. Despite significant increase in the IgG avidity to the 
St-Ag upon onset of chronic lung infection, IgG avidity to alginate did not significantly enhanced 
as chronic infection progressed, even with the repeated exposure to the antigen. This is a possible 
explanation for the persistent lung biofilm infection with P. aeruginosa. However, such issue 
must be better explored, as well as the background comprising B cell production, stimulation and 
differentiation and the quality of the humoral immune response in CF, in general. 
Keywords: Cystic Fibrosis; Pseudomonas aeruginosa; Humoral Immune Response; Early Diagnosis; sIgA; 
Biofilms; Infection; Respiratory System.
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1. INTRODUÇÃO
1.1. Fibrose Cística: Histórico, visão geral e epidemiologia 
A Fibrose Cística (FC) é uma condição genética autossômica recessiva causada por 
mutações em um gene de 230 kb no braço longo do cromossomo 7 (região 7q31.2) que 
codifica a Proteína Reguladora da Condutância Transmembrana na Fibrose Cística (CFTR), 
chamado comumente de gene cftr [1,2]. A proteína CFTR desempenha um papel central na 
regulação do transporte iônico através da membrana celular. A FC afeta múltiplos sistemas 
de órgãos, porém, as complicações gastrointestinais e, principalmente, pulmonares são 
responsáveis pela grande maioria da morbidade e mortalidade associadas a esse complexo de 
doenças. Quando a FC foi inicialmente descrita, na década de 1930, os pacientes raramente 
sobreviviam além dos primeiros meses de vida ou da infância precoce [3]. Desde então, 
avanços no cuidado vêm resultando em melhoras marcantes na sobrevivência, as quais são 
impulsionadas com o desenvolvimento de registros de pacientes, como o Registro da Cystic 
Fibrosis Foundation - CFF (Estados Unidos) [4] e o próprio Registro Brasileiro de Fibrose 
Cística (RBFC) [5], promovendo iniciativas cujos resultados podem ser seguidos em uma 
base regular.  
Apesar de sua maior incidência em indivíduos de origem caucasiana [6,7], a FC pode 
ser diagnosticada em todos os grupos raciais e étnicos [8].  Dado o padrão de herança 
autossômico recessivo e a prevalência de um a cada 2500-3000 nascidos vivos, a taxa de 
portadores do gene da doença nessa população é de um a cada 20-30 indivíduos. Atualmente, 
cerca de 50% dos pacientes com FC nos Estados Unidos são adultos, e a sobrevivência 
mediana é maior do que 40 anos [4]. No Brasil, devido ao alto grau de miscigenação, a 
prevalência varia de 1:3500 a 1:10000 nascidos vivos [9]. A mediana de idade dos pacientes 
Brasileiros é de 11,5 anos, e cerca de 25% tem 18 anos ou mais. Entre 2010 e 2014, houve 
115 óbitos por FC no Brasil, com sobrevida mediana entre 41,7 e 54,9 anos e limite inferior 
de 37,7 anos (idade em que o intervalo de confiança cruza a linha dos 50% de probabilidade 
de sobrevida). Em 2014, 46 pacientes foram a óbito, sendo a idade média de óbito 19,8 anos 
[5]. Os avanços no entendimento da genética da FC e a disseminação de sua detecção na 
triagem neonatal também têm afetado o modo pelo qual os pacientes com FC são 
diagnosticados.  
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O estabelecimento da FC como doença (atualmente definida como um complexo de 
doenças) data dos tempos medievais, quando contos do folclore Alemão descreviam recém-
nascidos cujas peles apresentavam um gosto salgado quando beijados como destinados a ter 
uma vida difícil e curta. Através dos séculos XVIII e XIX, relatos de casos foram publicados 
descrevendo pacientes com características clínicas da FC. Entretanto, a primeira descrição 
patológica completa da FC na literatura é geralmente atribuída a Dorothy Andersen, em 1938 
[10], quando estudos de autópsia de crianças pequenas malnutridas distinguiram uma doença 
de obstrução mucosa dos dutos glandulares, seguida de fibrose do tecido com formação de 
cistos, denominada, naquele ano, “Fibrose Cística do Pâncreas”. Essa condição era diferente 
de outras características de pacientes com síndrome celíaca e foi caracterizada por má 
absorção de gorduras e proteínas, esteatorreia, falha no crescimento e infecções pulmonares. 
O dano pancreático e a falta de secreção de enzimas pancreáticas levavam à falha nutricional, 
a qual foi ligada à vulnerabilidade à infecção pulmonar, que era frequentemente o evento 
terminal. O muco espesso e elástico, causador de obstrução dos dutos das glândulas mucosas 
por todo o corpo, deu origem à denominação alternativa “Mucoviscidose”. A doença ficou 
conhecida como uma exocrinopatia geral, pelo fato de muitas glândulas exócrinas serem 
afetadas [3]. Em 1948, Paul di Sant’Agnese notou que muitos recém-nascidos e crianças na 
infância precoce que apresentavam abatimento frente a um clima quente tinham FC, 
postulando uma anormalidade no suor , o qual apresentava uma quantidade cinco vezes maior 
de sódio e cloreto, que persistia mesmo com a passagem da onda de calor [11]. Essa 
descoberta sugeriu que o defeito básico da FC poderia não estar no muco, na modificação do 
muco ou na secreção macromolecular, e a concentração elevada de sódio e cloreto no suor 
se mostrou um teste diagnóstico bastante conveniente, cuja praticidade foi viabilizada pela 
técnica de iontroforese em pilocarpina, padronizada por Gibson e Cooke [12]. Com o teste 
do suor, pacientes com fenótipos mais leves da doença, alguns dos quais sem insuficiência 
pancreática, puderam ser identificados. Em 1983, os dutos sudoríparos foram utilizados por 
Paul Quinton para identificar o transporte de cloreto como defeito básico da FC [13]. Outros 
grupos identificaram a reabsorção aumentada de sódio como uma característica regular da 
FC nas vias aéreas [14,15]. Finalmente, em 1989, o gene da FC (cftr) foi descoberto [1,2] e 
descrito como codificador da proteína CFTR, um canal de cloreto regulado por AMP cíclico 
(cAMP).  
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Atualmente, o termo fibrose cística se aplica a pacientes com um defeito na proteína 
CFTR, que é expressa em muitas células epiteliais, incluindo os dutos sudoríparos, vias 
aéreas, duto pancreático, intestino, vesícula biliar e vasos deferentes, que pode dar origem à 
concentração elevada de cloreto no suor, doença pulmonar caracterizada por infecções 
bacterianas repetidas e bronquectasias, insuficiência pancreática, obstrução intestinal, cirrose 
biliar, e ausência bilateral congênita dos vasos deferentes (CBVAD) no trato reprodutor, 
frequentemente em combinação [3]. As melhoras no cuidado resultantes do maior 
entendimento das manifestações clínicas e da fisiopatologia da doença resultaram em 
melhoras sólidas na sobrevivência. Descobertas marcantes, tais como a identificação do gene 
cftr, levaram ao desenvolvimento de terapias alvejando áreas específicas da via 
fisiopatológica.  
1.2.  A proteína CFTR 
A CFTR (Figura 1) é uma proteína transmembrana que pertence à família das 
proteínas cassettes ligantes de adenosina trifosfato (ATP). É expressa em vários tecidos do 
organismo humano, onde desempenha um papel chave na regulação do transporte iônico 
através das membranas celulares nas superfícies mucosas [16].  
A absorção e a secreção de sal e fluido são dois processos fundamentais para a função 
epitelial e para a homeostase do organismo como um todo, e, como tal, são precisamente 
reguladas nos tecidos epiteliais. Geralmente, a absorção de sal depende da absorção ativa de 
íons sódio (Na+) através do epitélio, o que cria uma força eletroquímica que guia o transporte 
passivo de íons cloreto (Cl−) em uma direção luminal-basolateral. Isso, por sua vez, cria um 
gradiente de concentração de sal através do epitélio, provocando a absorção de água por 
osmose. A absorção de Na+ é normalmente orquestrada pela atividade do canal de 
Na+ epitelial (ENaC), um heterotrímero composto por subunidades alfa, beta e gama, e 
localizado na membrana apical da célula epitelial. O efluxo de Na+ através da membrana 
basolateral é, então, guiado pela sódio/potássio (Na+/K+)-ATPase, que, fundamentalmente, 
mantém um gradiente de Na+ direcionado para o meio intracelular e que é necessário para 
absorção. Além disso, tanto os canais de potássio apicais quanto os basolaterais são essenciais 
para manter um potencial de membrana negativo adequado para que o influxo de Na+ possa 
ocorrer (Figure 1b). Em contraste, a secreção de sal transcelular é controlada principalmente 
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pela saída de Cl− através da membrana apical e isso ocorre predominantemente via CFTR 
[17]. 
Uma vez que a CFTR regula tanto a secreção quanto a absorção em uma grande 
variedade de tecidos epiteliais, incluindo as vias aéreas, os tratos gastrointestinal e 
reprodutor, e as glândulas salivares e sudoríparas, não é surpreendente o comprometimento 
do funcionamento desses órgãos. A ausência ou disfunção da CFTR diminui a 
permeabilidade da membrana celular epitelial ao Cl−, compromete o transporte e a secreção 
de Cl− e, consequentemente, aumenta a concentração de Cl− dentro da célula. O desfecho 
varia de acordo com cada órgão onde há expressão de CFTR e depende de sua sensibilidade 
à perda ou disfunção da CFTR [7,17]. 
Mais de 2000 mutações da CFTR já foram descritas [18], conferindo uma ampla faixa 
de fenótipos, que resultam em gravidade variada da doença. Essas mutações estão atualmente 
divididas em sete diferentes classes (Tabela 1), definidas de acordo com os defeitos 
biológicos primários observados [7,19]. Entre as mutações, a mais comum, presente em pelo 
menos um alelo em cerca de 89% dos pacientes com FC, é a deleção da fenilalanina na 
posição 508 (Phe508del ou F508del). A mutação Phe508del é classificada como uma 
mutação de classe II, causando um defeito na maturação e no transporte da CFTR para a 
membrana citoplasmática, com degradação prematura da proteína mutante. Outras 
mutações relativamente frequentes, tais como a G551D, comprometem gravemente o 
processo de abertura e fechamento (gating) da CFTR (classe III), reduzindo o transporte 
iônico [16]. No entanto, o agrupamento de variantes dentro de uma classe é problemático, 
já que múltiplos processos podem ser afetados por uma única variante.  Por exemplo, a 
mutação Phe508del causa dobramento aberrante da CFTR e subsequente degradação da 
maior parte da proteína sintetizada. A menor fração da CFTR-Phe508del que é transportada 
para a membrana celular possui fixação significativamente reduzida na membrana e função 
aberrante do canal de cloreto. Além do mais, a deleção de três nucleotídeos, responsável 
pela variante Phe508del, também causa uma modificação similar no triplete que codifica a 
isoleucina no códon 507 (ATC → ATT). Assim, a CFTR-Phe508del apresenta defeitos 
tanto de maturação (classe II) quanto de gating (classe III) [20]. 
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Figura 1: (a) A proteína CFTR. Imagem de: 
Department of Biology, Faculty of Sciences, 
Memorial University (Newfoundland and 
Labrador’s University), Newfoundland and 
Labrador, Canadá (http://www.mun.ca). 
(b) (A) Secreção e absorção na célula epitelial.
(B) O transporte iônico e de água pode ocorrer
através da via transcelular ou paracelular. A 
absorção é guiada principalmente pela 
absorção ativa de sódio (Na+), através do canal 
de sódio epitelial (ENaC) na membrana apical 
e pela sódio/potássio (Na+/K+)-ATPase na 
membrana basolateral, criando uma força 
eletroquímica para guiar o transporte passivo 
de cloreto (Cl-) pela via paracelular. A água, 
então, pode fluir através das aquaporinas ou 
seu transporte pode seguir a via paracelular. 
(C) A secreção é guiada principalmente pela
secreção de Cl- através da CFTR e outros 
canais de Cl- na membrana apical. Imagem de 
Saint-Criq e Gray (referência 17). 
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Tabela 1: Classes de mutações da proteína CFTR. Extraído e adaptado de Elborn et al. [7] e De Boeck e Amaral [19]. 
Classe de mutação I II III IV V VI VII 
Defeito da CFTR 
Ausência de CFTR 
funcional 
Defeito no tráfego 
da CFTR 
Defeito na regulação 
do canal 
Condutância diminuída 
do canal 
Síntese de CFTR 
reduzida 
Estabilidade da 
CFTR diminuída 
Ausência de 
CFTR funcional 
Tipos de mutações 
Nonsense; frameshift; 
splicing canônico 
Missesnse; deleção 
de aminoácido 
Missense; mudança 
de aminoácido 
Missense; mudança de 
aminoácido 
Missense; Defeito de 
splicing 
Missense; mudança 
de aminoácido 
Ausência de RNA 
mensageiro 
Exemplos de 
mutações específicas 
Gly542X 
Trp1282X 
Arg553X 
621+1G→T 
Phe508del 
Asn1303Lys 
Ile507del 
Arg560Thr 
Gly551Asp 
Gly178Arg 
Gly551Ser 
Ser549Asn 
Arg117His 
Arg347Pro 
Arg117Cys 
Arg334Trp 
3849+10kbC→T 
2789+5G→A 
3120+1G→A 
5T 
4326delITC 
Gln1412X 
4279insA 
dele2,3(21kb), 
17-17-1G→A
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É comumente aceito que a ausência parcial ou total do funcionamento da CFTR 
leva à redução no transporte de cloreto e aumento da eletronegatividade intracelular, 
resultando em um aumento do fluxo de sódio – para preservar o equilíbrio eletroquímico 
– e, secundariamente, de água, para a célula, por ação osmótica. Nesse cenário, o
resultado é a desidratação das secreções mucosas e aumento de sua viscosidade, 
favorecendo a obstrução dos dutos, acompanhada de reação inflamatória e posterior 
processo de fibrose. Assim, células de vários órgãos são acometidas, embora nem todos 
os indivíduos expressem respostas clínicas semelhantes, com uma grande variabilidade 
de sintomas de paciente para paciente. As manifestações clínicas podem ser muito 
variáveis e podem ocorrer precocemente ou na vida adulta [21] (Figura 2).  
No entanto, a caracterização do defeito básico da FC centrada na absorção 
aumentada de sódio  e fluido vem sendo contestada, uma vez que há pouca (se é que há 
alguma) evidência de expressão de ENaC ou absorção de sódio dependente de ENaC na 
maioria dos principais órgãos afetados pelo aumento da viscosidade do muco, como o 
Figura 2: Manifestações clínicas da FC ao longo da idade do paciente. ABPA (Aspergilose 
Broncopulmonar Alérgica), DIOS (Síndrome de obstrução intestinal distal), CFRD (Diabetes 
Relacionado à FC), CBAVD (Ausência Bilateral Congênita do Canal Deferente), HPOA 
(Osteoartropatia Hipertrófica). Traduzido e adaptado de O'Sullivan e Freedman (referência 6). 
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intestino grosso, pâncreas, vesícula biliar e fígado. Desse modo, a absorção de fluido 
excessiva dependente de sódio não pode ser generalizada como defeito causador da 
viscosidade aumentada do muco na FC [22–24].  
O muco se origina de moléculas de mucinas, altamente condensadas, armazenadas 
principalmente em grânulos citoplasmáticos pequenos nas chamadas células caliciformes, 
que povoam os tecidos epiteliais (Figura 3). Quando ocorre a exocitose e a liberação das 
mucinas dessas células, os grânulos condensados de mucina normalmente se expandem 
dentro de aproximadamente um segundo para volumes dois a três vezes maiores em 
relação ao grânulo original [25]. A FC tem como característica a lesão dos órgãos afetados 
devido à obstrução luminal por muco, com exceção das glândulas sudoríparas, que 
praticamente não secretam mucinas. Uma característica marcante dos órgãos afetados é a 
ausência de secreção de bicarbonato [23,24,26]. Pacientes que sobreviveram com 
suficiência pancreática, por exemplo, mostraram produção de suco pancreático com 
secreção de enzimas aparentemente normal, porém com secreção de bicarbonato 
altamente reduzida [27]. Esses achados sugerem fortemente a condutância defeituosa de 
bicarbonato pela CFTR como base para o defeito na composição do muco, que é 
secundário, mas potencialmente letal [28]. Maiores detalhes sobre o papel do bicarbonato 
nas manifestações clínicas da FC são fornecidos mais adiante no texto. 
Figura 3: Produção de muco no epitélio das vias aéreas. As células 
ciliadas da superfície apical do epitélio normalmente propelem uma 
fina camada de muco como uma correia transoprtadora para 
remoção de materiais estranhos e detritos intrínsecos. As 
mucinas do muco devem ser apropriadamente expandidas e ter 
sua espessura diminuída para evitar agregação e estase à medida 
em que são transportadas para remoção. Imagem de Quinton PM 
(referência 24).
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1.3. Diagnóstico da FC 
A identificação da FC é feita, no Brasil, por meio da triagem neonatal [5], assim 
como nos Estados Unidos [29] e na maioria dos países europeus onde há alta prevalência 
da doença [7]. A triagem neonatal para a FC é realizada por meio da medida da quantidade 
de tripsinogênio imunorreativo (TIR) em amostras de sangue obtidas do calcanhar do 
recém-nascido (“Teste do Pezinho”). Os laboratórios se baseiam em duas medidas 
consecutivas do TIR ou mesmo em testes de mutação do gene cftr (TIR/DNA). 
Resultados positivos de triagem indicam elevação persistente do TIR aos 7-14 dias de 
idade, ou identificação de pelo menos uma mutação do gene cftr [29]. A triagem neonatal 
não é um exame definitivo, mas é capaz de indicar a necessidade de exames 
complementares para definir se o paciente tem de fato a FC. Trata-se de um exame 
fundamental, pois permite identificar a FC antes do aparecimento dos primeiros sintomas 
da doença, melhorando, assim, o prognóstico dos pacientes e também possibilitando o 
aconselhamento genético aos pais e familiares em relação a futuras gestações [30]. O 
padrão-ouro confirmatório para o diagnóstico da FC é o teste do suor (iontroforese por 
pilocarpina) [12], que mede a concentração de cloreto no suor, tipicamente elevada em 
pacientes com FC. A variação na concentração de cloreto no suor é predominantemente 
definida pela classe de mutação no gene cftr. Em geral, dois resultados positivos do teste 
do suor são suficientes para fechar o diagnóstico [31,32]. 
Critérios genotípicos para diagnóstico [33] incluem a identificação de duas 
mutações em cromossomos distintos. Para serem definidas como causadoras da FC, as 
mutações no gene cftr devem seguir algumas condições: (1) Alteração de sequenciamento 
do gene cftr que afeta a estrutura e/ou a função da proteína; (2) introdução de um códon 
de parada prematuro via inserção, deleção ou mutação nonsense; (3) alteração no espaço 
de união dos introns; (4) existência de uma nova sequência de aminoácidos que não ocorre 
nos genes cftr normais do grupo étnico do indivíduo afetado. Testes de rotina realizados 
por laboratórios comerciais abordam as mutações mais comuns, que identificam a maioria 
dos indivíduos afetados e dos portadores da mutação. 
Os métodos diagnósticos atuais levam em conta todo o espectro clínico da doença 
e permitem o diagnóstico de casos mais leves nas fases precoces da vida, o que tem 
amplas implicações na personalização do cuidado à saúde para manutenção do bem-estar 
durante a vida do paciente. No entanto, a variabilidade e a heterogeneidade da doença 
podem limitar o valor preditivo e complicar as capacidades preventivas na triagem 
neonatal. Além do mais, certas mutações do cftr podem ter um impacto funcional leve e 
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um impacto fenotípico indeterminado, levando à incerteza no diagnóstico. Nesses casos, 
o indivíduo é seguido até que o diagnóstico seja definitivamente excluído [34–36].
2. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA FC
2.1.  Doenças do aparelho digestório 
2.1.1. Íleo meconial 
O íleo meconial é a manifestação gastrointestinal mais precoce da FC. Trata-se de 
uma obstrução intestinal pelo mecônio ao nível do íleo terminal, podendo ser mostrada 
por ultrassonografia. Aproximadamente 10 a 20% dos recém-nascidos com FC 
apresentam essa condição, a qual é altamente correlacionada com classes de mutações 
mais graves, particularmente em pacientes homozigotos para a mutação Phe508del. O 
íleo meconial geralmente se apresenta com falha na passagem do mecônio dentro das 
primeiras 48 horas após o nascimento. Casos simples normalmente podem ser tratados 
com lavagem intestinal, porém casos mais complexos podem estar associados com atresia 
intestinal, microcólon, necrose ou perfuração intestinal, complicações essas que requerem 
intervenção cirúrgica. Devido à espessura e tenacidade do mecônio, a intervenção 
cirúrgica pode ser desafiadora e deve ser realizada por cirurgião com experiência nesses 
casos [8]. 
2.1.2. Doença pancreática 
O pâncreas é um dos primeiros e mais afetados órgãos na FC. Cerca de 85% dos 
pacientes com FC possuem insuficiência pancreática [37], diagnosticada na triagem 
neonatal em cerca de 63% dos casos. Ademais, 30% dos casos com suficiência 
pancreática ao nascimento desenvolvem insuficiência pancreática no decorrer dos 36 
meses de vida seguintes [38]. Os sintomas são típicos e incluem esteatorreia, flatulência, 
inchaço abdominal e baixo ganho de peso [7,39].  
A proteína CFTR é expressa nas células epiteliais dos dutos pancreáticos 
pequenos e facilita o transporte de cloreto e bicarbonato que produz o fluido alcalino nos 
dutos. O bicarbonato funciona como tampão para o fluido pancreático, neutralizando o 
ácido gástrico e fornecendo um pH ótimo para o funcionamento das enzimas digestivas. 
De fato, foi relatado que mutações no gene cftr associadas com insuficiência pancreática 
implicaram na ausência de transporte de bicarbonato, enquanto mutações associadas com 
suficiência pancreática implicaram em transporte reduzido desse ânion pela proteína 
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CFTR. Tais evidências ligam a variabilidade na gravidade da doença pancreática ao nível 
da condutância de bicarbonato [40].  
 A CFTR também contribui para a secreção de fluido e para o lançamento de 
proenzimas pancreáticas no duodeno. Na FC, a composição alterada das secreções 
pancreáticas inclui baixo pH, volume secretório reduzido e alta quantidade de proteínas. 
Tais fatores possivelmente alteram a secreção de zimogênio, levando à obstrução dos 
dutos menores e dos ácinos, mais tarde causando obstrução e dilatação, com consequente 
injúria e destruição do epitélio, acompanhada por inflamação, fibrose, infiltração e 
substituição por tecido adiposo [41]. A produção da lipase gástrica não compensa a 
ausência da secreção enzimática pancreática, tornando a gordura o nutriente mais sensível 
à má absorção. As proteases pancreáticas, tais como a tripsina e a quimotripsina, também 
são encontradas em baixos níveis. A digestão de carboidratos é aparentemente normal, já 
que a atividade enzimática em outras áreas é suficiente para hidrolisar carboidratos no 
intestino delgado. A má absorção de macronutrientes leva à subnutrição, com perda ou 
baixo ganho de peso, bem como comprometimento do crescimento. A perda de proteína 
pode levar à hipoproteinemia e edema [8]. Com a introdução da terapia com enzimas 
pancreáticas, a subnutrição se tornou manejável; entretanto, a ingestão calórica adequada, 
o ajuste da dosagem de ingestão de enzimas e a correção das deficiências de macro e
micronutrientes permanecem como componentes cruciais do controle da doença [7,42].  
As principais consequências resultantes da insuficiência pancreática são a má 
absorção de vitaminas lipossolúveis e o diabetes relacionado à FC (CFRD). A má 
absorção de vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) pode resultar nas condições decorrentes 
dessas hipovitaminoses, como acrodermatite, anemia, neuropatias, cegueira noturna, 
osteoporose e desordens sanguíneas [7,8,39]. O CFRD é uma complicação cada vez mais 
reconhecida, ocorrendo em aproximadamente 50% dos adultos com FC. Não se configura 
em diabetes do tipo 1 ou 2, já que apresenta características de ambos, tais como 
diminuição na massa celular das ilhotas pancreáticas, perda da quantidade funcional das 
células β, bem como resistência à insulina. Pacientes com CFRD apresentam pior função 
pulmonar e pior estado nutricional, com alta mortalidade, quando comparados com 
pacientes sem essa condição [43]. Algumas manifestações intestinais também podem 
resultar da CFRD, como a síndrome da obstrução intestinal distal (DIOS) e a constipação, 
cujos principais sintomas são dor abdominal, cólica, abdômen palpável e obstrução 
parcial ou completa. Em menor escala, a pancreatite também é uma manifestação da FC, 
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porém ocorre apenas em pacientes com suficiência pancreática, uma vez que a presença 
do tecido dos ácinos é necessária para que essa condição ocorra [42]. 
2.1.3. Doença hepatobiliar 
A doença hepática associada à FC (DHFC) é a terceira causa de morte entre esses 
pacientes; cerca de 15 a 30% das crianças com FC apresentam essa manifestação ao longo 
da vida [44]. No fígado normal, a CFTR funciona na superfície apical dos colangiócitos 
para fornecer a via principal para hidratação da bile. A função comprometida da CFTR 
leva a secreções espessas com obstrução biliar. Subsequentemente, a acumulação de sais 
biliares pode causar injúria dos hepatócitos, com consequente inflamação e fibrose dentro 
dos tratos portais. O amplo espectro de manifestações clínicas inclui a colestase neonatal 
e o elevado nível sérico de transaminases. No entanto, o maior determinante clínico é a 
cirrose biliar focal, a qual pode progredir para cirrose biliar multilobular e predispor à 
hipertensão portal. Ainda não há terapia com eficiência comprovada para mudar o curso 
da doença e o prognóstico da DHFC. Manejos mais generalizados, tais como otimização 
do estado nutricional e administração de vitaminas lipossolúveis, bem como o 
monitoramento para complicações da hipertensão portal constituem o pilar principal do 
tratamento [37,45]. 
2.1.4. Doenças gástricas 
Desordens de motilidade ocorrem com frequência razoável na FC. A mais comum 
é o refluxo gastroesofágico, cuja prevalência é de aproximadamente 25% na infância 
precoce e cerca de 25 e 85% em crianças e adultos, respectivamente. A relevância clínica 
do refluxo gastroesofágico na FC é controversa. Uma proporção significativa de até 40% 
ocorre de forma silenciosa, não causando sintomas imediatos. Porém, essa condição pode 
levar à esofagite, estenose e hipoproteinemia, bem como pode contribuir para a falha 
nutricional [42]. A gastroparesia foi descrita como um fenômeno comum em pacientes 
com FC que foram submetidos a transplante pulmonar e pode estar associada com a 
incidência aumentada de refluxo gastroesofágico e suas complicações funcionais [46]. 
2.2.  Doença óssea 
A doença óssea relacionada à FC (DOFC) foi inicialmente descrita em 1979 [47] 
e tem emergido como uma característica importante da FC. O aumento inadequado da 
massa óssea se origina na infância e a prevalência de baixa densidade mineral óssea 
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(DMO) é cerca de 50% em crianças. A osteopenia é relatada em até 85% dos adultos com 
doença em estágio avançado. A evolução da baixa DMO na FC é multifatorial. A FC leva 
a um desbalanço entre formação e absorção óssea, interrompendo a interação complexa 
entre ingestão calórica, disponibilidade de vitaminas e micronutrientes, atividade física e 
desenvolvimento puberal [42]. Provavelmente, a deficiência de vitamina D, com 
consequente redução na absorção de cálcio pelo intestino, é o maior fator causador de 
complicações para a saúde óssea do paciente com FC. As deficiências de vitamina D e de 
absorção de cálcio ocorrem por meio da estimulação do hormônio da paratireoide (PTH). 
Altos níveis de PTH são produzidos como uma resposta à redução do cálcio total no 
organismo. O aumento no PTH estimula a gênese de osteoclastos e, subsequentemente, a 
reabsorção óssea, visando reestabelecer a circulação normal de cálcio [48]. 
A quantidade aumentada de citocinas no sangue, decorrente da doença pulmonar 
crônica, pode também ter um papel nesse processo [42,49], uma vez que citocinas pró-
inflamatórias estimulam a gênese de osteoclastos, aumentam a regulação do receptor 
sensível a cálcio da paratireoide, com consequente hiperparatireoidismo e aumento na 
perda de cálcio e fosfato renal e intestinal [50]. Ainda, foi demonstrado que a formação 
óssea está sob controle genético do cftr, onde a inativação da proteína CFTR nos 
osteoblastos leva a uma diminuição na diferenciação dos osteoblastos e na síntese de 
osteoprotegerina [51]. A terapia com corticosteroides, utilizada tanto para pacientes com 
inflamação pulmonar crônica quanto para pacientes submetidos a transplante, 
provavelmente também tem um papel, uma vez que, com a administração de 
corticosteroides, há uma redução na absorção intestinal de cálcio, com aumento de sua 
excreção na urina. Ademais, corticosteroides aumentam a gênese de osteoclastos por 
meio da produção do ligante para ativação de receptores de fator de transcrição nuclear-
kappa B (NF-κB) [52]. 
A triagem de rotina para a mineralização óssea diminuída é recomendada para a 
população de pacientes com FC. Crianças com subnutrição, puberdade atrasada, história 
de fraturas ósseas ou outros fatores de risco devem passar por uma avaliação 
endocrinológica, incluindo a densitometria óssea. A CFF recomenda a triagem por meio 
da absorciometria de raio-X de dupla energia (DEXA) para medir a DMO aos 18 anos de 
idade. Se a DMO estiver normal, os testes devem ser repetidos a cada cinco anos. Se o z-
score do resultado estiver entre -1 e -2, as análises devem ser repetidas a cada dois a 
quatro anos, e, se o resultado for -2 ou menos, o tratamento deve ser considerado e o 
DEXA deve ser repetido anualmente [4]. A intervenção nutricional agressiva é imperativa 
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para manutenção de uma boa massa óssea e para prevenir o desenvolvimento da DOFC 
[53]. 
2.3.  Reprodução 
O aconselhamento genético deve ser fornecido aos pais após o diagnóstico da FC 
em seus filhos, bem como a adolescentes e adultos com FC, afim de entender as 
implicações para futuros planos de gravidez. É importante reconhecer que adolescentes 
com FC enfrentam os mesmos desafios com relação ao desenvolvimento e à saúde sexual, 
identidade de gênero e relacionamentos dos indivíduos sem FC [8]. 
Devido à sensibilidade do canal deferente à disfunção da CFTR, quase todos os 
pacientes com FC do sexo masculino (98%) possuem azospermia obstrutiva e ausência 
bilateral congênita do canal deferente, sendo, portanto, inférteis, embora a potência sexual 
seja normal. Mulheres com FC são férteis e, apesar de haver controvérsias sobre os efeitos 
da gravidez na FC, o consenso é que uma mulher que tenha reserva nutricional e função 
pulmonar adequadas pode completar o prazo da gravidez com sucesso. Porém, a 
fertilidade feminina requer avaliação endocrinológica em caso de incapacidade de 
engravidar [8,54]. 
3. DOENÇA PULMONAR
A doença pulmonar é a manifestação dominante na FC, sendo a maior causa de 
morbidade e mortalidade. Devido à secreção de cloreto e, também, ao mecanismo de 
regulação direta ou indireta da absorção de sódio, a proteína CFTR tem um papel chave 
na manutenção do volume de água para manutenção da hidratação dos compartimentos 
intra e extracelulares. Por isso, há diferentes hipóteses sobre como a disfunção na CFTR 
leva à característica fenotípica da FC. A principal delas é a hipótese da desidratação 
[6,55], a qual postula que uma perda da inibição dos canais de sódio pode causar um 
influxo excessivo de sódio com subsequente reabsorção de água, levando à desidratação 
dos componentes de superfície das vias aéreas. Também nesse cenário, a perda do efluxo 
de cloreto impede a correção do volume de água pelo epitélio, reduzindo, assim, o volume 
do líquido de superfície das vias aéreas (LSVA), que constitui a camada lubrificante entre 
o epitélio e o muco, aumentando sua viscosidade e levando à compressão dos cílios pelo
muco, e inibindo o clearance mucociliar (CMC) induzido pela tosse. As placas de muco 
formadas aderem ao epitélio, formando nichos hipóxicos, que podem abrigar 
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microrganismos patogênicos, principalmente bactérias. Secreções viscosas também 
podem obstruir os dutos glandulares na FC, impedindo a secreção de enzimas 
bacteriolíticas produzidas nas glândulas submucosas, tais como β-defensinas, lisozimas e 
catelicidinas, para o epitélio respiratório, o que pode facilitar a colonização e infecção 
bacteriana [56].  
Outra hipótese é a hipótese “composicional”, também chamada de hipótese do 
“sal alto”, oposta à hipótese da desidratação. Essa hipótese argumenta que a perda da 
CFTR funcional causa retenção excessiva de sódio e cloreto no LSVA, inativando 
moléculas de defesa importantes, como, por exemplo, a β-defensina-1, e favorecendo a 
persistência de bactérias nos pulmões. Estudos em modelos animais, bem como em 
pacientes com FC, não detectaram diferenças na composição do LSVA entre indivíduos 
com FC e sujeitos saudáveis [57]. Entretanto, maiores análises são necessárias e essa 
hipótese ainda não pode ser completamente descartada. Até o momento, a hipótese da 
desidratação é a mais sustentada. 
3.1.  Deficiência na secreção de bicarbonato e baixo pH 
A secreção de bicarbonato pela CFTR ajuda a regular o pH do LSVA; assim, o 
defeito na CFTR compromete a secreção de bicarbonato e leva a uma diminuição no pH 
do LSVA [58], que se mostrou até oito vezes mais ácido em relação ao LSVA de 
indivíduos saudáveis [59–61]. A deficiência na secreção do bicarbonato se mostrou 
subjacente às anormalidades do muco e do CMC [28,62–64] e a acidificação do pH do 
LSVA pode levar ao inchaço das células epiteliais das vias aéreas (AECs) e ao aumento 
da viscosidade e aderência do muco, reduzindo o batimento ciliar e o killing bacteriano, 
e também pode causar broncoconstrição e tosse [64]. Além disso, uma redução no pH de 
1,0 a 1,5 parece reduzir a eficiência de alguns antimicrobianos do LSVA, como a β-
Defensina-3 (hBD-3) e a LL-37 catelicidina, bem como os efeitos sinérgicos de 
combinações desses antimicrobianos, o que parece ser revertido com o aumento do pH 
[61]. 
A função dos macrófagos também pode ser comprometida. Os macrófagos 
liberam quantidades menores de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) quando em meio muito ácido. Ainda, algumas proteases 
neutrofílicas, como as catepsinas, são ativadas pelo pH ácido e promovem a clivagem 
proteolítica de antimicrobianos, incluindo a lactoferrina, lisozima, β-defensinas e proteína 
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surfactante A (SP-A), reduzindo suas atividades antimicrobianas, interrompendo o 
balanço protease-antiprotease e comprometendo a defesa imune inata [58]. 
Foi mostrado que a correção da secreção defeituosa de bicarbonato reestabelece a 
fluidez das mucinas secretadas in vitro [65], e um estudo clínico em fase 2 
(ClinicalTrials.gov NCT00177645) relatou que pacientes que passaram por terapia 
inalatória com bicarbonato de sódio expectoraram até três vezes mais muco do que 
aqueles cuja terapia foi realizada apenas com solução salina hipertônica. No entanto, 
estudos avaliando o impacto do bicarbonato no killing bacteriano e na inflamação das vias 
aéreas ainda são escassos. Recentemente, foi mostrado que o aumento do pH das 
secreções respiratórias, após inalação com bicarbonato de sódio, foi transitório, 
retornando aos valores basais em 30 minutos, e a mesma terapia inalatória não resultou 
em aumento do killing bacteriano. Por outro lado, quando a trometramina foi usada como 
tampão, com ou sem combinação com solução salina hipertônica, o aumento do pH foi 
mais duradouro e aumentou o killing bacteriano, ressaltando a potencial importância 
clínica de terapias inalatórias visando o aumento do pH das vias aéreas na FC [66]. 
3.2. Hipóxia do muco 
Os pulmões são compostos por duas porções principais: a zona condutora e a zona 
respiratória (Figura 4). A zona respiratória compreende 95% do volume pulmonar total, 
e inclui os bronquíolos, dutos e sacos alveolares. A zona condutora compreende 5% do 
volume pulmonar total e é delineada por um epitélio pseudoestratificado formado pelas 
células ciliadas, células basais e células caliciformes. Essa zona contém glândulas 
submucosas, conectadas com o epitélio via dutos e que consistem principalmente de 
células produtoras de muco e células seroas, que secretam produtos não mucínicos, tais 
como lisozima, lactoferrina, IgA secretora (sIgA), peroxidase, inibidores de protease e 
defensinas. A zona respiratória é delineada por uma única e fina camada de epitélio 
composto de células alveolares em contato próximo com a rede de capilares respiratórios 
da monocamada epitelial; o lúmen de alguns alvéolos também abriga macrófagos 
alveolares e outros fagócitos residentes que ficam próximo da superfície epitelial e das 
células endoteliais capilares [67]. 
A análise histopatológica de pulmões em estágio final de doença na FC revela 
uma extensa obstrução das vias aéreas condutoras pelo escarro purulento. Esse muco 
adere às múltiplas camadas até a superfície epitelial já nas fases precoces da vida. O muco 
nas vias aéreas condutoras é caracterizado por concentrações baixas de oxigênio (O2), 
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variando de condições anóxicas a normóxicas. Em geral, a combinação da difusão lenta 
e alta captação de O2 dentro do muco leva à anóxia [68]. Baixas tensões de O2 podem 
esconder defesas antibacterianas normais e promover o crescimento de microcolônias 
bacterianas, além de estimular a adaptação bacteriana às condições anaeróbicas, levando 
à produção de biofilmes, onde as bactérias crescem em agregados, formando 
comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais, com elevado grau de organização 
[69]. Biofilmes bacterianos, como será visto adiante, são causas de infecção persistente 
em várias partes do organismo humano e sua formação e manutenção depende 
criticamente da presença de substâncias extracelulares interconectando as bactérias 
presentes, substâncias essas que funcionam como matriz do biofilme. Diversos tipos de 
exopolímeros, proteínas e DNA, e várias substâncias produzidas pelas próprias bactérias 
podem fazer parte dessa matriz. A capacidade de formar biofilme permite a colonização 
de diferentes nichos por meio de diferentes vias de produção de biofilme, e também 
protege a bactéria contra vários fatores adversos, incluindo a resposta imune e o 
tratamento antimicrobiano [70]. 
Figura 4: Defeitos no CMC nas vias aéreas da FC cria oportunidades para colonização bacteriana. O
sistema respiratório humano contém diferentes regiões anatômicas, incluindo os seios da face, a 
região traqueobronquial (zona condutora) e a região alveolar (zona respiratória). Uma camada de 
muco é produzida por células caliciformes e glândulas submucosas na zona condutora e nos seios 
da face. Em indivíduos sem FC, os cílios das células epiteliais nas vias aéreas inferiores 
removem de maneira eficiente partículas ou microrganismos que são presos na fina camada de 
muco (CMC). Em pacientes com FC, por conta da camada mucosa desidratada e viscosa, os cílios 
não realizam o CMC, resultando em colonização por bactérias, como a P. aeruginosa. As
respostas imunes inatas mediadas por PMNs e anticorpos levam à lesão do tecido pulmonar e 
comprometimento da função pulmonar. Traduzido e adaptado de Folkesson et al. (referência 163)
– versão modificada de Kleinstreuer et al. (referência 67) © (2008) Annual Reviews.
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3.3. Desordem na resposta inflamatória nas vias aéreas 
Diversos estudos nas duas últimas décadas vêm evidenciando que não apenas as 
barreiras imunes primárias  a imunidade inata na FC estão comprometidas, mas também 
os aparatos celulares e de sinalização [55,59,71–75]. Um fato interessante é que tal 
comprometimento não significa necessariamente deficiência, mas, na maioria das vezes, 
superprodução de diversos componentes imunes. As AECs, quando do encontro com o 
patógeno bacteriano, mostram ativação aumentada de NF-κB, com superprodução de 
citocinas pró-inflamatórias, como as interleucinas (IL-) 6 e 8, e TNF-α, de forma 
desproporcional à carga bacteriana nas vias aéreas, quando comparadas às AECs normais. 
A superprodução do NF-κB também reduz a síntese de glutationa, um peptídeo 
antioxidante que neutraliza as ROS, e aumenta a produção de mediadores inflamatórios, 
tais como a Prostaglandina E2 e a Cicloxigenase-2 (COX-2) [76–78]. As AECs, na FC, 
também produzem uma quantidade menor de do mediador anti-inflamatório interferon-
gama (IFN-γ), causando aumento na regulação da IL-33, a qual, assim como as IL-6 e IL-
8, são quimioatraentes de neutrófilos [79]. Consequentemente, os neutrófilos extravasam 
para as vias aéreas e, uma vez ativados, liberam altos níveis de proteases e peptídeos 
catiônicos, deteriorando a superfície e a permeabilidade das vias aéreas [80,81]. No 
entanto, poucos neutrófilos conseguem penetrar os biofilmes bacterianos formados em 
decorrência das condições de baixa tensão de O2 nas vias aéreas [82]. Em condições 
normais, os neutrófilos sofrem apoptose e são eliminados das vias aéreas pelo clearance 
da tosse ou por meio da fagocitose realizada pelos macrófagos alveolares. No contexto 
da FC, além do CMC comprometido, a habilidade dos macrófagos alveolares de fagocitar 
neutrófilos apoptóticos também é diminuída; logo, os neutrófilos sofrem necrose ao invés 
de fagocitose, liberando seu conteúdo intracelular nas vias aéreas, incluindo 
quimioatraentes (atraindo outros neutrófilos para o local da infecção), DNA (que serve 
como matriz para os biofilmes bacterianos), proteases e ROS,  perpetuando a infecção e 
causando danos irreversíveis à estrutura das vias aéreas [83–85]. 
3.4.  Consequências clínicas da doença pulmonar 
As complicações decorrentes do ambiente anômalo das vias aéreas da FC se 
desenvolvem progressivamente com o passar dos anos. De poucos ou nenhum sintomas 
na fase precoce da doença, os pacientes normalmente progridem para episódios de tosse 
intermitente e tosse diária, com aparecimento de bronquectasias e alta produção de 
escarro, devido ao seu acúmulo, acompanhados de chiados e crepitações, e obstrução das 
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vias aéreas, evidenciado por resultados de testes de espirometria, que apontam baixos 
valores de volume expiratório forçado em um segundo (FEV1), capacidade vital forçada 
(FVC), razão FEV1/FVC, alto valor residual (VR) e baixa capacidade pulmonar total. 
Fluxos a meio volume, como o fluxo expiratório forçado entre 25 e 75% da FVC (Índice 
Tiffenau, ou FEF25-75) também se mostram reduzidos. Achados de imagem, 
principalmente radiografia e tomografia computadorizada (TC) de tórax, frequentemente 
detectam bronquectasias antes do aparecimento dos sintomas clínicos, bem como 
aprisionamento de ar, hiperinsuflação, espessamento peribrônquico, opacidades 
parenquimatosas e atelectasias [8,86,87]. O aprisionamento de ar comumente leva à 
expansão torácica, causando uma aparência de “tórax em barril”, característica da FC. 
À medida em que a doença progride, episódios agudos de aumento dos sintomas 
respiratórios começam a ocorrer com frequência, sendo o conjunto de tais sintomas 
denominado exacerbação pulmonar (EP). Uma EP é normalmente definida como uma 
piora nos sintomas respiratórios basais que requeiram intervenção com antibioticoterapia 
intravenosa. Não há um consenso sobre a fisiopatologia das EPs, porém são normalmente 
associadas ao processo inflamatório na FC. Os sintomas mais característicos são aumento 
na tosse e produção de escarro, aumento nas crepitações, queda da função pulmonar, 
febre, diminuição na tolerância ao exercício, fadiga e perda de peso [88]. Em casos mais 
graves, especialmente em pacientes em estágio final de doença pulmonar, manifestações 
como hemoptise e pneumotórax são encontradas. Nessa fase, os pacientes geralmente 
desenvolvem hipoxemia (com necessidade de O2 suplementar), hipercarpnia e 
hipertensão pulmonar, podendo, eventualmente, progredir para falência respiratória e 
óbito [8]. Alguns pacientes optam pela realização do transplante pulmonar, enquanto 
outros escolhem abordagens paliativas. De qualquer maneira, as intervenções são focadas 
na atenuação de sintomas graves, como a dispneia, e em manter o conforto do paciente à 
medida do possível [89].  
3.5.  Principais patógenos pulmonares na FC 
A colonização pulmonar na FC ocorre com um distinto espectro de patógenos 
bacterianos, que são frequentemente adquiridos no decorrer da idade (Figura 5). 
Cronologicamente, essas infecções pulmonares se desenvolvem precocemente, com 
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae como patógenos predominantes. Este 
último, apesar de ser encontrado com certa frequência no trato respiratório de pacientes 
jovens com FC, seu papel no desenvolvimento da doença pulmonar ainda é debatido. Não 
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há evidências concretas da contribuição do H. influenzae para piora do prognóstico, 
porém é possível que essa bactéria atue interferindo na ação ou em comensalismo com 
outros microrganismos [90].  
A infecção com vários morfotipos de Pseudomonas aeruginosa logo se segue, 
resultando em morbidade significativa à medida que a resposta inflamatória contra essa 
bactéria progride. A P. aeruginosa se torna o patógeno mais comum, afetando 
aproximadamente 80% da população de pacientes com FC [4]. Patógenos como bactérias 
do Complexo Burkholderia cepacia (CBC) e micobactérias “não tuberculosis” (MNT), 
além de fungos do gênero Aspergillus [91], são menos frequentes, porém seu papel na 
doença pulmonar da FC é bem estabelecido [92–94]. Outros patógenos, tais como 
Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans podem estar presentes, 
ainda que em menor frequência. No entanto, seu impacto clínico ainda não é totalmente 
conhecido [95]. 
3.5.1. Staphylococcus aureus 
O S. aureus é um coco gram-positivo, frequentemente encontrado como 
microrganismo comensal na pele, nasofaringe e períneo em humanos [96]. Na FC, a 
Figura 5: Prevalência dos patógenos da FC de acordo com a idade. Gráfico do Registro 
Brasileiro de Fibrose Cística, 2014 (referência 5). 
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infecção por S. aureus é adquirida majoritariamente na infância, enquanto que a P. 
aeruginosa está associada com o avanço da idade [97], tendo sido descrita, inicialmente, 
na literatura, uma relação de antagonismo entre esses patógenos, com a presença de um 
sendo associada à ausência do outro [98]. No entanto, em casos de coisolamento de S. 
aureus e P. aeruginosa em cultura microbiológica, ambos parecem contribuir de forma 
independente e aditiva para o dano pulmonar [97]. 
Devido à terapia repetida com antimicrobianos, pacientes com FC podem 
apresentar alta prevalência de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) [95], o qual está 
associado a um pior quadro pulmonar, mas apenas quando em combinação com a P. 
aeruginosa [99]. Cerca de 20-25% dos pacientes com FC estão infectados com MRSA e 
esses possuem uma maior taxa de mortalidade quando comparados a pacientes sem a 
presença desse organismo [95]. Além disso, o uso de sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) 
está associado com a emergência de variantes de colônias pequenas (SCV) de S. aureus, 
cuja habilidade de utilizar timidina obtida do ambiente possibilita a evasão da via da 
síntese de ácido fólico, o alvo do SXT [95,100,101]. A troca de fenótipo para SCV é 
extremamente útil para a sobrevivência do S. aureus em ambientes desfavoráveis, já que 
é acompanhada de um aumento na resistência a aminoglicosídeos, formação de biofilme 
e sobrevivência intracelular, além da sobrevivência na presença de P. aeruginosa 
[100,102]. Outra variante de potencial impacto na FC é o S. aureus com susceptibilidade 
intermediária à vancomicina (VISA). O mecanismo de resistência, nesse caso, 
possivelmente advém do espessamento da parede celular, o qual impede a vancomicina 
de alcançar o sítio da síntese de peptideoglicano [103]. 
A associação entre a infecção por S. aureus e a inflamação pulmonar é apoiada 
por uma série de estudos [104]. Pacientes com cultura positiva para S. aureus mostraram 
um maior grau de inflamação – mostrado pela contagem de neutrófilos, dosagem de IL-8 
e elastase neutrofílica em lavado broncoalveolar (LBA) – em relação a pacientes com 
cultura negativa, inclusive em crianças de zero a sete anos de idade [105,106]. A infecção 
prévia por S. aureus levou a uma resposta inflamatória aumentada em LBA 
subsequentemente, uma tendência não vista para nenhum outro microrganismo, incluindo 
a P. aeruginosa [106]. Os níveis de marcadores inflamatórios também se mostraram mais 
altos quando comparados com pacientes infectados por Haemophilus influenzae [105].  
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3.5.2. Complexo Burkholderia cepacia 
Durante a década de 1980, um novo patógeno surgia na FC, denominado 
Pseudomonas cepacia. Tratava-se de uma bactéria gram-negativa, não fermentadora de 
lactose e produtora de catalase. Pacientes infectados com esse patógeno exibiam alta e 
rápida deterioração clínica devido a quadros de pneumonia necrotizante e sepse, 
resultando em morte precoce. Esse declínio fatal na condição clínica ficou conhecido 
como síndrome cepácia e não foi observado em pacientes com nenhum outro patógeno 
causador de doença pulmonar na FC [107]. Mais tarde, a P. cepacia foi reclassificada e 
passou a pertencer ao gênero Burkholderia [108] e, posteriormente, Vandamme et al. 
mostraram que os organismos identificados como Burkholderia cepacia representavam 
múltiplas espécies bacterianas, as quais foram denominadas genomovares, formando, 
assim, o Complexo Burkholderia cepacia (CBC) [109]. 
Em geral, a infecção pelo CBC na FC está correlacionada com pior prognóstico, 
internações prolongadas e risco aumentado de morte. Devido à variabilidade no curso de 
uma infecção por CBC, as consequências clínicas são difíceis de serem previstas para os 
pacientes com FC, individualmente. Ainda não há uma explicação clara para isso; porém, 
tanto características das bactérias quanto do paciente provavelmente contribuem para a 
patogênese da doença [110]. Embora a maioria das infecções na FC seja causada pelas 
espécies B. cenocepacia (genomovar III) e B. multivorans (genomovar II), a virulência 
do CBC não é dependente de espécie, uma vez que todos os genomovares do CBC já 
foram isolados em amostras clínicas de pacientes com FC [111]. Devido à fácil 
transmissão de cepas altamente virulentas entre pacientes com FC, medidas de segregação 
de pacientes infectados pelo CBC foram implementadas e tiveram sucesso em alguns 
centros, levando à redução da transmissão dessas bactérias [112]. 
Um dos maiores problemas associados com a infecção por CBC é sua resistência 
intrínseca à maioria dos antimicrobianos clinicamente disponíveis, incluindo 
aminoglicosídeos, quinolonas, polimixinas e β-lactâmicos [95]. A multirresistência do 
CBC parece resultar de uma série de fatores, dentre os quais, bombas de efluxo, que 
removem antibióticos das células; contato diminuído dos antibióticos com a superfície 
celular bacteriana devido à habilidade de formação de biofilme; modificações no 
envelope celular que reduzem a permeabilidade da membrana aos antibióticos [113]. 
Bactérias do CBC também são resistentes ao killing não oxidativo mediado por 
neutrófilos e aos peptídeos antimicrobianos produzidos pelas células epiteliais das vias 
aéreas, incluindo lisozima, lactoferrina e fosfolipase A2 [114]. A dificuldade no 
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tratamento da infecção é ainda mais acentuada pela falta de evidências quanto à eficiência 
de qualquer regime de tratamento específico contra as EPs causadas pelo CBC [95]. Por 
conta dessa dificuldade, diversos estudos recomendam o acesso de pacientes colonizados 
ou infectados pelo CBC à lista de transplante pulmonar [115].  
3.5.3. Micobactérias não tuberculosas 
O gênero Mycobacterium é constituído por espécies do complexo M. tuberculosis 
e M. leprae, consideradas patogênicas, e outras denominadas micobactérias não 
tuberculosas (MNT) – ou micobactérias atípicas – comumente oportunistas [116]. As 
MNT são encontradas no meio ambiente, em solo e fontes de água, incluindo a água 
potável, e podem ser classificadas de acordo com seu crescimento em cultura: de 
crescimento lento (em sete dias ou mais) ou de crescimento rápido (em menos de sete 
dias), ou também de acordo com sua capacidade de causar doença no homem, como 
potencialmente patogênicas e não patogênicas. A doença que ocasionam é denominada 
micobacteriose, independente da espécie responsável pela patologia. Infecções por MNT 
podem causar inúmeras doenças em humanos, principalmente em pacientes 
imunocomprometidos, as quais diferem em gravidade e importância em saúde pública 
[117].  
A partir da década de 1990, o número de estudos que relatam a recuperação de 
MNT a partir do trato respiratório de pacientes com FC vem aumentando [118]. Há grande 
variação na prevalência de MNT entre os centros de referência em FC no mundo, a qual 
tende a aumentar com o tempo. Nos primeiros nove estudos iniciados antes de 2000, a 
prevalência mediana foi de 9%, aumentando para 13% nos 10 primeiros estudos após o 
ano 2000 [119]. No entanto, a maioria dos relatos aborda pequenas coortes de pacientes, 
de centros e áreas geográficas específicas, tornando os resultados bastante variáveis e as 
conclusões conflitantes [118]. Estudos multicêntricos, com casuísticas maiores (mais de 
900 pacientes) mostraram prevalências variando de 6,6% nos Estados Unidos [120] a 
13,7% na França [121]. Em Israel, a prevalência de MNT aumentou quase três vezes de 
2003 (5%) a 2011 (14.5%) [118]. As razões para essas variações são incertas, porém, 
alguns fatores possivelmente têm um papel, tais como mudanças nas estratégias de 
vigilância, incremento das técnicas de identificação de MNT, melhor consciência entre 
as equipes de saúde e a detecção de genótipos “não clássicos” da FC na idade adulta, os 
quais foram associados à infecção por MNT [93,122,123]. 
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Espécies dos Complexos Mycobacterium avium (MAC) (M. avium e M. 
intracellulare) e Mycobacterium abscessus (MABSC) são responsáveis pela maioria dos 
casos descritos na população de pacientes com FC [124]. É bem estabelecido que as 
espécies do MAC são comumente encontradas em pacientes com idade mais avançada, 
ou pacientes diagnosticados na fase adulta, enquanto o MABSC é mais frequentemente 
observado em pacientes mais jovens. Historicamente, o MAC é mais frequente do que o 
MABSC nos achados microbiológicos; entretanto, alguns centros de FC, principalmente 
na Europa e em Israel, têm relatado um aumento na proporção do MABSC, que, em 
alguns casos, supera a frequência de isolamento do MAC [118,121,125]. 
O impacto funcional da presença de MNT em culturas microbiológicas de material 
respiratório ainda é motivo de divergências na literatura, tendo algumas análises não 
mostrado impacto de culturas positivas para MNT na função pulmonar [120,126], 
enquanto outras mostram função pulmonar diminuída em pacientes com culturas 
positivas para MNT  [127]. Qvist et al. [128], comparando as consequências da infecção 
por MAC e MABSC, mostraram que a infecção por MABSC teve o maior impacto no 
declínio da FEV1 em pacientes com FC, quando comparado ao impacto de outros 
patógenos da FC, com uma taxa de -2.2% por ano. Além do mais, o tratamento da 
infecção por MABSC mostrou associação com menores taxas de declínio da FEV1, 
mostrando, pela primeira vez, evidências de que a infecção por MABSC pode, de fato, 
levar à deterioração da função pulmonar. O mesmo grupo também mostrou que bactérias 
do MABSC são capazes de formar biofilmes nas vias aéreas da FC [129]. 
3.5.4. Fungos 
Uma variedade de leveduras e fungos filamentosos é recuperada de amostras 
respiratórias de pacientes com FC. Dentre essas, as espécies mais isoladas são as do 
gênero Aspergillus, principalmente Aspergillus fumigatus [130], com prevalência 
variando de 2 a 58% [131–134], aumentando progressivamente com a idade [130,135]. 
Também há isolamento, embora com menor frequência, de A. niger, A. flavus, A. terreus 
e A. nidulans [135–137]. Outras espécies fúngicas são eventualmente encontradas, tendo 
algum potencial clínico, tais como Scedosporium apiospermum e Exophiala dermatitidis. 
A Candida albicans, apesar da elevada prevalência, ainda não possui importância clínica 
bem estabelecida em pacientes com FC [138]. 
Normalmente, a colonização das vias aéreas por fungos filamentosos na FC é 
secundária às infecções bacterianas (principalmente S. aureus ou P. aeruginosa). Assim, 
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as lesões epiteliais broncoalveolares prévias relacionadas com estas infecções podem ser 
necessárias para o estabelecimento de fungos no trato respiratório [139]. O significado 
clínico do isolamento fúngico também é uma questão em debate. Estudos recentes 
evidenciaram que a presença fúngica está relacionada ao aumento da morbidade e 
aumento do número de internações hospitalares. No entanto, sua presença, por si só, não 
está relacionada à maior deterioração da função pulmonar [140–142]. 
As espécies de Aspergillus podem se manifestar por meio de quatro diferentes 
formas clinicas estabelecidas: 
• Aspergilose pulmonar invasiva: relacionada à neutropenia prolongada e
profunda, principal fator de risco para o seu desenvolvimento. Caracteriza-se por invasão 
da parede brônquica e de vasos sanguíneos, oclusão trombo-micótica e infartos 
hemorrágicos. A reação inflamatória é mínima, devido à ausência de granulócitos. Hifas 
são encontradas ao longo das áreas de infarto e no tecido adjacente. Pode ocorrer 
disseminação hematogênica para outros órgãos, especialmente o cérebro e os órgãos 
abdominais. Também ocorre em não neutropênicos, incluindo pacientes com 
imunodeficiências primárias, sendo caracterizada por necrose inflamatória e granulomas 
[143–145]. 
• Aspergiloma: refere-se a uma massa fúngica (“bola fúngica”) não invasiva, que
cresce em cavidades pulmonares, geralmente pré-existentes. Os pacientes costumam 
apresentar hemoptise. Outros podem se manter assintomáticos por anos. A conduta 
terapêutica mais indicada, quando possível, é a remoção cirúrgica [143–145].   
• Bronquite: com descrição recente e discutível, trata-se de uma infecção crônica
das vias aéreas inferiores, comum mesmo em pacientes imunocompetentes e podendo ser 
provocada por qualquer espécie de Aspergillus. Não acarreta invasão tecidual, destruição 
do parênquima pulmonar ou resposta alérgica. Porém, os pacientes apresentam carga 
fúngica elevada, como evidenciado por culturas de escarro e, geralmente, os níveis de 
IgG específica para Aspergillus sp. são elevados. O manejo terapêutico envolve a 
administração de antifúngicos [145–147]. 
• Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA): Ocorre quando há resposta
alérgica. É uma reação de hipersensibilidade aos antígenos de A. fumigatus. Conídios 
inalados são retidos no muco espesso e acumulado nas vias aéreas inferiores, cobrindo a 
camada de células epiteliais brônquicas, estimulando a liberação de mediadores 
inflamatórios. A resposta imune é do tipo T-helper (Th)2, com atuação de IgG e 
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principalmente IgE específicas e recrutamento de eosinófilos (43-45). Pacientes que não 
apresentam sintomas clínicos de ABPA mas, ainda assim, apresentam evidência 
sorológica são classificados como tendo sensibilidade ao fungo [145,148]. 
Casos onde o fungo é isolado em material respiratório mas sem a presença de 
sintomas clínicos são classificados simplesmente como colonização por Aspergillus sp. 
[149]. 
3.5.5. Vírus 
Foi demonstrado que novas aquisições de P. aeruginosa ocorrem durante o 
inverno, período que coincide com o pico de infecções respiratórias virais [150,151]. 
Agentes virais podem, portanto, contribuir juntamente com as bactérias para esses 
episódios de exacerbação pulmonar. 
Vírus respiratórios foram implicados como agentes potencializadores de 
exacerbações pulmonares e da infecção bacteriana por um considerável número de 
estudos nos últimos 30 anos, dentre os quais estão o influenza A e B, vírus sincicial 
respiratório, parainfluenza (tipos 1 a 4), rinovírus, metapneumovírus, coronavírus e 
adenovírus [152]. Boa parte dos estudos, no entanto, provavelmente subestimou a 
prevalência das infecções virais, uma vez que utilizaram como técnicas diagnósticas a 
cultura de tecido e a imunofluorescência, que são métodos pouco sensíveis. Além disso, 
muitos desses estudos foram mal desenhados e utilizaram critérios não validados para 
definição de exacerbação pulmonar, enviesando, assim, os resultados [152,153]. 
A introdução de tecnologias de diagnóstico molecular tem aumentado a 
consciência a respeito do papel das infecções virais nas exacerbações da FC, uma vez que 
elas mostram taxas de detecção mais altas do que métodos tradicionais. Entretanto, um 
entendimento mais aprofundado da etiologia viral é necessário para avaliar sua relação 
com as infecções e exacerbações pulmonares na FC afim de permitir o desenvolvimento 
de novos tratamentos e vacinas [152].  
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3.6.  Pseudomonas aeruginosa 
Bactérias do gênero Pseudomonas pertencem à família Pseudomonadaceae. 
Morfologicamente, são bacilos gram-negativos retos ou levemente curvados, aeróbicos, 
não-formadores de esporos, com tamanho variando entre 0,5 a 1,0 μm de largura por 1,5 
a 5,0 μm de comprimento, dependendo da fase de crescimento. Normalmente são móveis, 
devido à presença de um ou mais flagelos polares. A P. aeruginosa, em microscopia, 
apresenta-se na forma de bastonetes de 0,5 a 0,8 μm de largura por 1,5 a 3,0 μm de 
comprimento, e tem um único flagelo polar [154,155] (Figura 6).  
A P. aeruginosa é um agente bastante comum em infecções hospitalares, 
incluindo pneumonia associada à ventilação mecânica, bacteremia, infecções causadas 
por cateter, e infecções decorrentes de cirurgias e transplantes [156,157]. Em relato 
recente, o Consórcio Internacional de Controle de Infecção Hospitalar mostrou que 
infecções por P. aeruginosa se tornaram um assunto de saúde a nível mundial [158]. 
Estudos de vigilância anteriores já haviam destacado tal preocupação, uma vez que a P. 
aeruginosa se mostrou o agente com maior carga de infecções hospitalares em unidades 
de terapia intensiva na Europa [159] e contribuindo para cerca de 51 mil casos de 
infecções hospitalares por ano nos Estados Unidos [160]. As razões da alta prevalência 
de P. aeruginosa no ambiente hospitalar são o fato de essa bactéria ser uma companhia 
comum de pacientes sob cuidados médicos e ser capaz de sobreviver em superfícies 
bióticas e abióticas, tais como equipamentos médicos. Também é resistente a métodos de 
desinfecção e é transmissível entre pacientes [161]. 
Figura 6: P. aeruginosa em bacterioscopia com coloração de Gram, à esquerda (extraído de 
http://www.textbookofmicrobiology.net) e em microscopia eletrônica de varredura, à direita 
(imagem do Center for Disease Control and Prevention – CDC, Estados Unidos)  
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É bem estabelecido que a P. aeruginosa é o patógeno mais comum nas infecções 
pulmonares da FC (Figura 5) e que essa infecção está associada com pior prognóstico, 
como evidenciado por estudos com grandes casuísticas. Emerson et al. [162] seguiram 
3323 crianças de 1 a 5 anos de idade e relataram que crianças que apresentaram cultura 
positiva para P. aeruginosa durante o primeiro ano do estudo tiveram uma taxa de 
mortalidade 2,6 vezes maior nos oito anos subsequentes, em relação às crianças que não 
tiveram cultura positiva. A infecção por P. aeruginosa também se mostrou associada com 
menor FEV1%, menor percentil de peso, e aumento na frequência de hospitalização em 
decorrência de EPs.  
O modo específico de aquisição da infecção pulmonar por P. aeruginosa não é 
totalmente estabelecido. Análises genéticas têm mostrado que as cepas colonizadoras 
iniciais são, em maioria, únicas e originam-se de reservatórios ambientais não 
identificados. No entanto, a transmissão das cepas entre pacientes pode ocorrer, 
dependendo da frequência do encontro entre pacientes. A infecção crônica das vias aéreas 
por P. aeruginosa é normalmente antecedida por um período de colonização recorrente e 
intermitente. Nesta fase, que pode durar do nascimento até a aquisição da infecção 
crônica, as infecções podem ser efetivamente combatidas com terapia antimicrobiana 
agressiva, e isso pode postergar a infecção crônica subsequente.  
O paciente apresenta infecções repetidas com frequência, após um certo período, 
com outras cepas de P. aeruginosa, de diferentes genótipos, mas, em aproximadamente 
25% dos casos de colonização recorrente, a reinfecção pode advir de fontes ambientais 
persistentes ou mesmo de um reservatório não detectado no paciente, mais provavelmente 
os seios paranasais, que constituem um nicho protetor, a partir do qual a P. aeruginosa 
pode colonizar novamente os pulmões [163].  
3.6.1. Fatores de virulência da P. aeruginosa 
Uma série de físico-químicas, genéticas e nutricionais marcantes ocorrem quando 
a P. aeruginosa passa do meio ambiente para as vias aéreas do paciente com FC. A 
bactéria utiliza eventos genotípicos sofisticados para apoiar uma série de mecanismos 
moleculares e alterações fenotípicas requeridas para a adaptação e sobrevivência em um 
ambiente com diversas condições de estresse, como a ação de antimicrobianos e o stress 
oxidativo mediado principalmente por neutrófilos. Tais fatores geradores de stress 
induzem a expressão de diferentes conjuntos de genes que codificam uma série de fatores 
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de virulência, capacitando a P. aeruginosa a se adaptar e modificar seu fenótipo para uma 
linhagem resistente e persistente [163,164]. 
Quorum-sensing 
O Quorum-sensing (QS) é um mecanismo pelo qual bactérias se comunicam entre 
si, em um processo que envolve a produção, detecção e resposta a moléculas 
extracelulares sinalizadoras chamadas autoindutores (AIs). Os AIs se acumulam no 
ambiente à medida que a população bacteriana aumenta, e as bactérias monitoram essa 
informação para rastrear mudanças em seus números de células e alterar a expressão 
gênica. O mecanismo de QS controla genes que direcionam atividades que são benéficas 
quando realizadas por grupos de bactérias em sincronia. Processos controlados por QS 
incluem bioluminescência, esporulação, produção de mecanismos de resistência 
antimicrobiana, formação de biofilme e outros fatores de virulência [164,165] (Tabela 
2). 
Durante a patogênese, o QS de P. aeruginosa tem um papel crítico na 
sobrevivência e na colonização, coordenando alterações fenotípicas em estágios precoces 
da infecção, logo após a adesão da bactéria ao tecido. O progresso da infecção aguda para 
a infecção crônica é altamente influenciado pela expressão gênica dependente de QS, 
sendo mais de 10% dos genes da bactéria regulados por QS, genes esses envolvidos na 
produção de fatores de virulência, motilidade, mudança de um modo de vida móvel para 
séssil, formação de biofilme, aquisição de resistência microbiana e adaptação do 
metabolismo para condições de estresse [164].  
Atualmente, quatro vias principais de sinalização dependente de QS foram 
descritas em P. aeruginosa – Las, Rhl, Pqs e IQS. Em resposta a estresses ou outros 
estímulos específicos, cada via sintetiza os AIs cognatos HSL (3-oxo-C12-homosserina 
lactona), BHL (N-butiril-homosserina lactona ou C4-HSL), PQS (2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona) e IQS [2-(2-hidroxipenil)-tiazol-4-carbaldeído (Aeruginaldeído)]. A 
exportação e a importação de HSL, BHL e PQS é mediada pela via das bombas de efluxo 
MexAB-OprM/MexEF-OprN, difusão livre e vesículas membranosas, respectivamente. 
A via de sinalização IQS foi descoberta mais recentemente [166], sendo menos entendida, 
e seu impacto na expressão gênica necessita maiores estudos. Vários sistemas de 
secreção, principalmente os Sistemas de Secreção Tipo 1 (SST1) e 2 (SST2) e a bomba 
de efluxo PydRT-OpmQ medeiam a secreção de fatores de virulência [164]. 
Tabela 2: Fatores de virulência chaves, dependentes de QS, produzidos pela P. aeruginosa. Traduzido e adaptado de Fata-Moradali et al. (referência 156).
Fator de virulência Classe Síntese Via de Secreção Propriedades Papel na patogênese 
Piocianina 
Metabólito secundário; Fenazina 
tetracíclica 
Operons phZA1-G1 e 
phzA2G2 
SST2 Oxirredução; zwitterion 
Dano às células e tecidos do hospedeiro e às células do 
sistema imune; indução de apoptose; stress oxidativo pela 
mediação da produção de ROS e H2O2. 
Pioverdina 
Pioverdinas (Cromóforo semelhante 
à diidroquinolina ligado a um 
peptídeo) 
NRPSs; enzimas 
multimodulares grandes 
Bombas de efluxo 
PvdRT-opmQ e 
MexAB-OprM, Via 
Sec e SST2 
Alta afinidade ao Fe3+; sequestro de 
ferro; fluorescência 
Carreador de ferro e outros metais; crucial para a infecção 
e desenvolvimento do biofilme. 
Elastase LasA 
Serino proteases; ZMEPD β-líticas 
(estafilolíticas) 
Gene lasA Via Sec e SST2 
Protease e elastolítica; clivagem de 
uma ampla gama de proteínas 
contendo glicina 
Atividade estafilolítica; aumento da atividade da LasB e 
proteases elastolíticas do hospedeiro; crucial para a 
invasão tecidual e para a infecção. 
Elastase LasB 
Família da peptidase termolisina 
M4; ZMP 
Gene lasB Via Sec e SST2 Protease e elastolítica 
Degradação das proteínas do hospedeiro (ex: elastina, 
colágeno e fibrina); dano tecidual; inativação de 
componentes chaves do sistema imune; crucial para 
invasão tecidual. 
Protease Alcalina 
(PA) 
Família da peptidase M10; ZMP Gene aprA SST1 Ampla atividade de protease 
Citotoxicidade; compromentimento respiratório das 
células epiteliais; indução de defeito na permeabilidade do 
epitélio. 
Lectina A Proteína tetramérica Gene lecA (ou pa1L) Inracelular Adesiva; galactofílica 
Importante para a anexação celular, interação célula-célula 
e desenvolvimento do biofilme. 
PlcB Fosfolipases C Gene plcB Via Sec e SST2 
Hidrólise de fosfatidilcolina e 
fosfatidiletanolamina 
Atividade citotóxica; importante para a destruição da 
membrana celular e invasão tecidual. 
Ramnolipídio 
Componentes glicolipídicos 
contendo ramnose 
Operon rhlAB e gene rhlAC Não confirmada 
Biossurfactante; detergente; 
atividade hemolítica 
Citotoxicidade; Invasão e dano tecidual; eliminação de 
PMNs; inibição do transporte mucociliar e da função ciliar 
do epitélio respiratório humano; importante para a 
manutenção da arquitetura do biofilme e para a motilidade 
bacteriana. 
Exotoxina A 
(ExoA) 
Família de toxinas AB de dois 
componentes; NAD+-diftamida-
ADP-ribosiltransferase 
Gene toxA SST2 
Modificação do fator 2 de 
elongação em células eucariotas 
Penetração nas células do hospedeiro; citotoxicidade; 
inibição da síntese de proteínas; indução da morte celular; 
dano tecidual, invasão bacteriana e imunossupressão. 
Cianeto de 
hidrogênio (HCN) 
Metabólito secundário Operon hcnABC Difusível 
Altamente tóxico; inibidor potente 
da citocromo C oxidase e outras 
metaloenzimas 
Citotoxicidade; supressão da respiração aeróbica por meio 
da rápida difusão através dos tecidos. 
Abreviações: ZMEPD (Metaloendopeptidase contendo zinco); ZMP (Metaloprotease contendo zinco); NRPSs (Sintetases peptídicas não ribossomais); SST1 
(Sistema de Secreção Tipo 1); SST2 (Sistema de Secreção Tipo 2); ROS (Espécies Reativas de Oxigênio); PMNs (Leucócitos Polimorfonucleares/Neutrófilos). 
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Resistência a antimicrobianos 
A P. aeruginosa tem sido cada vez mais reconhecida como uma bactéria 
multirresistente, devido à sua capacidade extraordinária de desenvolver resistência a 
antimicrobianos por meio de vários mecanismos moleculares, os quais estão 
frequentemente presentes em isolados clínicos. A aquisição de resistência pode se dar por 
fatores intrínsecos da bactéria, por mecanismos adquiridos ou adaptativos [167]. 
Mecanismos intrínsecos de resistência se originam da existência de genes no 
genoma bacteriano que codificam propriedades inerentes da estrutura e composição 
celulares que fornecem proteção contra moléculas tóxicas e antimicrobianos. Também 
podem advir da falta de sítios de susceptibilidade que ocorrem naturalmente em espécies 
bacterianas sensíveis [168]. Um exemplo de mecanismo intrínseco de resistência 
antimicrobiana em P. aeruginosa é a limitação da entrada de antibiótico nas células por 
meio da redução da produção de porinas não específicas, substituindo-as por canais 
específicos ou mais seletivos para captação de nutrientes requeridos, resultando em 
permeabilidade diminuída para agentes tóxicos para a bactéria. A resistência a drogas de 
amplo espectro, tais como carbapenêmicos e cefalosporinas é comumente causada por 
esse mecanismo [164]. Também se destacam as bombas de efluxo, que são complexos 
multiprotéicos que atravessam o envelope de bactérias gram-negativas, responsáveis por 
expelir vários materiais tóxicos e uma ampla variedade de antimicrobianos. Por conta de 
sua ampla especificidade para substratos, as bombas de efluxo apresentam resistência 
contra diferentes classes de antibióticos que não são quimicamente relacionados. Quatro 
bombas de efluxo multidrogas são bem conhecidas em P. aeruginosa – MexAB-OprM, 
MexXY/OprM(OprA), MexCD-OprJ, e MexEF-OprN – sendo as duas primeiras as mais 
importantes clinicamente, devido à sua alta prevalência em isolados clínicos e à 
contribuição significativa para resistência a uma ampla gama de antimicrobianos 
[164,169]. A produção de beta-lactamase induzível é outro fator importante de resistência 
intrínseca, conferindo resistência de baixo nível a aminopenicilinas e à maioria das 
cefalosporinas, uma vez que hidrolisa tais antibióticos [167].  
Os mecanismos de resistência adquiridos, diferente dos mecanismos intrínsecos, 
estão relacionados à seleção antimicrobiana, e tal vantagem seletiva ocorre na presença 
de componentes dos antimicrobianos, o que leva ao surgimento de cepas com resistência 
irreversível [170]. Além disso, podem ocorrer mutações em determinadas vias de 
regulação da expressão de genes de resistência intrínseca, como a AmpC, as porinas, e os 
sistemas de bombas de efluxo, levando, assim, à expressão descontrolada desses genes e 
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superprodução de seus produtos, consequentemente impulsionando o nível de resistência 
a antibióticos [169]. Os plasmídeos bacterianos – fragmentos de DNA circulares ou 
lineares que se replicam de modo independente do DNA cromossômico – constituem 
outro importante veículo de transmissão e aquisição de resistência, que ocorre por meio 
do intercâmbio de genes dentro ou entre espécies bacterianas por conjugação [171], em 
um processo chamado de transferência gênica horizontal. Esse mecanismo confere 
resistência a beta-lactâmicos, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos, antibióticos que 
geralmente compõem a linha de frente nos tratamentos clínicos [172]. Para a P. 
aeruginosa, a resistência via transferência gênica horizontal é relatada para os genes que 
codificam beta-lactamases de amplo espectro, carbapenemases, enzimas modificadoras 
de aminoglicosídeo, metilase de 16SrRNA, resultando em um alto nível de resistência 
pan-aminoglicosídica [173].   
Sistema de Secreção Tipo 3 (SST3) 
A maioria dos isolados de P. aeruginosa do ambiente e de infecções agudas tem 
a habilidade de secretar um conjunto de proteínas efetoras tóxicas, que inclui as 
exotoxinas ExoS, ExoT, ExoU e ExoY. Em contato direto da bactéria com as células do 
hospedeiro, essas proteínas são injetadas nas células por meio de um aparato elaborado 
chamado de Sistema de Secreção Tipo 3 (SST3). Essas toxinas interferem com as junções 
da matriz extracelular, comprometendo a integridade do epitélio, além de aumentar a 
resposta pró-inflamatória à bactéria, levando à lesão tecidual aguda [174]. 
Durante a infecção pulmonar crônica na FC, entretanto, as cepas de P. aeruginosa 
gradualmente perdem a habilidade de secretar proteínas do SST3. Apesar de 90% dos 
isolados ambientais de P. aeruginosa secretarem essas proteínas, apenas 45 a 49% dos 
isolados de crianças recentemente infectadas, 18 a 29% dos isolados de crianças 
infectadas crônicas, e 4 a 12% dos isolados de adultos infectados crônicos com FC as 
secretam [97]. A fase aguda da infecção por P. aeruginosa ativa o sistema imune, induz 
a produção de anticorpos específicos para estas proteínas, o que, no entanto, é insuficiente 
para impedir a evolução do quadro de infecção pulmonar crônica [175].  
Modificação do lipopolissacarídeo (LPS) 
O lipopolissacarídeo (LPS) é o principal componente da porção externa da 
membrana externa de bactérias gram-negativas. Trata-se de um importante fator 
patogênico nessas bactérias e é constituído de três regiões distintas: antígeno 
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(polissacarídeo) O, núcleo e lipídio A; os dois primeiros consistem em cadeias 
polissacarídicas, enquanto o último consiste em ácidos graxos e porções de fosfato ligadas 
a um dímero central de glucosamina [176]. 
A adaptação da P. aeruginosa às vias aéreas da FC frequentemente leva à 
expressão de modificações no lipídio A, que são reguladas em isolados de infecções 
agudas (bacteremia, otite, infecção ocular e infecção do trato urinário) ou isolados 
ambientais. Isolados de crianças com FC menores de três anos de idade mostraram 
estruturas únicas de lipídio A quando comparadas a cepas adaptadas em laboratório, 
isolados de pacientes com infecções agudas, ou isolados de bronquectasias não-FC. A 
síntese dessas estruturas podem ter uma contribuição fundamental para a patogênese da 
doença pulmonar na FC, aumentando as respostas inflamatórias pela estimulação de 
respostas mediadas por NF-κB, e aumentando a resistência da bactéria contra antibióticos 
e componentes da imunidade inata, como os peptídeos antimicrobianos catiônicos [177]. 
Isolados de P. aeruginosa também falham com frequência ao produzir 
quantidades normais do antígeno O durante a infecção pulmonar na FC. Uma vez que o 
antígeno O é responsável pela resistência ao killing causado por componentes do soro 
humano, isso pode explicar porque bacteremias por P. aeruginosa muito raramente 
ocorrem na FC. Por outro lado, por ser altamente imunogênico, o antígeno O causa uma 
alta resposta de anticorpos. Assim, a ausência do antígeno O pode contribuir para a 
persistência da bactéria nas vias aéreas da FC [97,178].  
Formação de biofilme 
Durante a infecção aguda, uma variedade de componentes citotóxicos é produzida 
pela bactéria, comprometendo os processos celulares do hospedeiro. Por outro lado, a 
bactéria é combatida por mecanismos do sistema imune, tais como produção de 
componentes microbianos, fagocitose por neutrófilos e macrófagos, e produção de ROS. 
Na fase aguda de uma infecção, a bactéria é altamente móvel e, no caso da P. aeruginosa, 
vários mecanismos de motilidade, tais como o nado ou o rastejamento envolvendo 
flagelos, e os espasmos utilizando os pili do tipo IV, estão associados com maior 
virulência. Além disso, essas estruturas medeiam o reconhecimento e a indução de vias 
sinalizadoras que desencadeiam a fagocitose da bactéria e as consequentes respostas 
inflamatórias [179,180].  
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Para evadir tais condições de stress, a mudança para um estilo de vida séssil em 
detrimento do móvel pode conferir uma vantagem para a sobrevivência da bactéria, o que 
ocorre por meio da formação dos chamados biofilmes. O sufixo “filme” refere-se à 
adesão, agregação e multiplicação em superfícies, e foi primeiramente utilizado na 
biologia marinha para distinguir bactérias aderentes (sésseis) de organismos móveis 
“planctônicos”. Tais bactérias foram relatadas em cascos de navios e em superfícies 
submersas na água [181]. Biofilmes, portanto, consistem em agregados ou microcolônias 
de bactérias aderidas a uma superfície ou tecido, ou localizados em secreções, embutidos 
em uma matriz autoproduzida, que é constituída principalmente de substâncias 
poliméricas extracelulares (EPS). Essas estruturas em forma de cogumelos [182], como 
observado por microscopia confocal de varredura a laser (Figura 7), protegem as 
bactérias do ambiente que as envolve, além de conferir resistência contra 
antimicrobianos, fagocitose, stress oxidativo, restrição de oxigênio e depleção de 
nutrientes, sendo, assim, a principal causa da persistência de infecções em várias partes 
do organismo humano, como dentes, pulmões, válvulas cardíacas, ouvido médio, ossos, 
feridas crônicas, dentre outras. Acredita-se que ciclo de desenvolvimento do biofilme 
compreenda os processos de: i) transporte de microrganismos solitários para determinada 
superfície, ou agregação de microrganismos; ii) adesão dos microrganismos entre si, ou 
Figura 7: Microscopia confocal de varredura a laser de um biofilme de P. aeruginosa 
de cinco dias crescido em câmaras de fluxo em meio de cultura com mínimo de 
glicose (A) ou meio de cultura com mínimo de citrato (B). Referências: Ciofu et 
al. [70] e Klausen et al. [182]. 
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à superfície; iii) formação de microcolônias; iv) maturação do biofilme; v) destacamento 
e dispersão do biofilme [70,183] (Figura 8).  
Vários podem ser os componentes formadores da matriz do biofilme, como 
polissacarídeos, proteínas e DNA (incluindo o DNA extracelular – eDNA), bem como 
estruturas bacterianas como fímbrias, pili e flagelos podem funcionar como 
interconectores, auxiliando na formação da EPS, que compreende do peso seco do 
biofilme [164]. 
Figura 8: Desenvolvimento do biofilme da cepa PAO1 de P. aeruginosa em meio de cultura com 
mínimo de glicose visto em microscópio de fluorescência invertido. As bactérias planctônicas iniciam 
a adesão à superfície (Estágio I), o que se torna irreversível (Estágio II). Ocorre, então, a formação 
de microcolônias (Estágio III) e, após alguns dias, a maturação do biofilme (Estágio IV). Após atingir 
um certo estágio de maturação, o biofilme se destaca (Estágio V) e bactérias planctônicas são 
liberadas para colonizar outros sítios. Traduzido e adaptado de Rasamiravaka et al. [183].
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Os pulmões na FC constituem um ambiente com condições adversas, sendo a 
infecção pulmonar nesses pacientes um modelo clássico para estudos clínicos em 
biofilmes [184]. O exame histopatológico de pulmões em estágio final na FC revela uma 
obstrução de grande extensão das vias aéreas condutoras por muco purulento e aderente 
a múltiplas camadas. Isso diminui a difusão de oxigênio nessas vias, diminuindo a 
concentração de oxigênio, criando condições hipóxicas ou anóxicas [68,185]. Baixas 
tensões de oxigênio podem comprometer defesas antibacterianas, principalmente o 
funcionamento de neutrófilos, que tem como um dos principais mecanismos 
antibacterianos a formação de ROS, necessitando, para tal, do oxigênio ambiente (Figura 
9). Além disso, por meio da formação de biofilme, a P. aeruginosa se adapta a essas 
condições anaeróbicas, embora o tempo de geração seja maior, utilizando como aceptor 
final de elétrons o nitrito (NO3-) de macrófagos alveolares ou PMNs [186,187] (Figura 
10). 
Biofilmes de P. aeruginosa estão localizados na zona respiratória dos pulmões na 
FC, de acordo com achados de autópsias de pulmões de pacientes jovens que não foram 
intensivamente tratados com antibióticos. Em pulmões explantados de pacientes mais 
velhos, que receberam tratamento antimicrobiano intensivo, os biofilmes se mostram 
raros na zona respiratória, provavelmente devido ao efeito da terapia. Assim, há 
evidências de que os agregados de biofilmes de P. aeruginosa estão localizados, em 
grande maioria, na zona condutora dos pulmões, embutidos em placas de muco, embora 
nem todas as placas abriguem bactérias [82], com raras bactérias aderidas à superfície 
epitelial brônquica, devido à produção de sIgA, que previne essa aderência (Figura 9) 
[68,185]. 
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Figura 9: Muco com biofilme de P. aeruginosa rodeado por PMNs e anticorpos IgG 
específicos para antígenos de P. aeruginosa, tais como alginato, LPS e proteínas. 
Imunocomplexos são formados entre os antígenos e a IgG, os quais ativam o complemento e 
atraem PMNs para o local da infecção. Os PMNs ativados consumem oxigênio e liberam ROS, 
proteases e DNA, iniciando a reação inflamatória. Essa reação consome todo o oxigênio no muco, 
que se torna anaeróbico, comprometendo a habilidade dos PMNs de fagocitar, destruir e eliminar 
a P. aeruginosa no escarro devido à depleção de oxigênio necessária para a atividade dos PMNs, 
levando a uma fagocitose frustrada. A resposta intensa de IgG ocorre especialmente devido à alta 
produção de NF-κB pelas AECs, e pelo desvio Th2 da resposta imune adaptativa, resultando em 
hiperprodução de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-5 e IL-8, e baixa produção de citocinas 
anti-inflamatórias, como a IL-10 e o IFN-γ. Uma vez que a função dos PMNs está comprometida, 
essa resposta inflamatória leva ao dano tecidual ao invés de destruir os biofilmes de P. aeruginosa. 
A IgA é produzida na camada submucosa do Tecido Linfoide Associado aos Brônquios (BALT) 
(1), onde se combina com o componente secretor, gerando a sIgA, que é exportada através das 
células epiteliais para o LSVA (2), evitando a adesão da P. aeruginosa às células epiteliais, em 
uma resposta não inflamatória mediada por macrófagos, portanto, não contribuindo para a 
inflamação nas vias aéreas. 
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Figura 10: Medidas de gradientes químicos no escarro por microsensor. Escarro de 
paciente com FC e infecção crônica por P. aeruginosa com um microsensor inserido (A). 
Microperfis representativos de N2O e O2 em uma amostra de escarro de paciente com FC 
(B). Os perfis de O2 são mostrados como a média e desvio-padrão de três microperfis 
realizados no início do experimento e que não mudaram significativamente através do 
período do experimento, enquanto o perfil de N2O representa os níveis máximos de N2O 
medidos após 6-7 horas do início do experimento. Modelo esquemático da formação de 
biofilme e ação dos PMNs em escarro de paciente com FC explicando os microperfis. 
Imagem de Kolpen et al. [186]. 
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Os EPS utilizados pela P. aeruginosa para a formação da matriz do biofilme são 
o Psl, o Pel e o alginato. O Psl é rico em galactose, tendo função de adesão, mantendo a
bactéria na superfície e aprisionando novas bactérias dentro da matriz. Durante a 
maturação da microcolônia, o Psl sofre um rearranjo espacial e desloca a periferia da 
matriz do biofilme, criando uma cavidade livre de Psl dentro do centro, que é 
subsequentemente utilizada para a dispersão das bactérias móveis após o destacamento 
do biofilme [188,189]. O Pel é rico em glicose, e, diferente do Psl, não está normalmente 
envolvido na adesão à superfície. Dentro da matriz, o Pel aumenta a elasticidade e as 
ligações cruzadas, resultando em uma matriz mais robusta e facilitando a formação das 
microcolônias. Também atua na redução da efetividade das ligações cruzadas à medida 
que o biofilme sofre maturação, o que é vantajoso para a dispersão do mesmo [190,191]. 
O alginato é o principal componente do biofilme da P. aeruginosa [70,192]. Composto 
de monômeros não repetitivos de ácidos α-L-gulurônico e β-D-manurônico com ligações 
1-4 [193], é produzido em grandes quantidades durante a infecção pulmonar crônica na
FC e é responsável pela conversão da bactéria para o fenótipo mucoide, observado em 
culturas microbiológicas (Figura 11). É altamente importante na maturação, estabilidade 
e proteção do biofilme contra antibióticos e contra a opsonofagocitose por leucócitos, 
atuando principalmente como um varredor de radicais livres [69]. Estudos de biofilmes 
in vitro mostraram que a composição dos alginatos pode influenciar consideravelmente 
as características dos biofilmes, tais como propriedades viscoelásticas, volume, 
arquitetura e densidade, bem como as interações célula-célula, agregação celular e adesão 
à superfície [194,195].  
As bactérias residentes no biofilme também podem utilizar os mecanismos de QS 
para a comunicação entre células e regulação da expressão de genes específicos. De fato, 
genes regulados pelo sistema de QS estão diretamente envolvidos na maturação e 
persistência do biofilme. Uma parte das vias do QS – por exemplo, o sistema rhl e a 
produção de sinais C4-HSL – estão retidas em populações predominantemente mucoides 
de P. aeruginosa, em estágios finais da infecção pulmonar crônica na FC, coincidindo 
com a superprodução de alginato e ramnolipídios. Os ramnolipídios, além de poderem 
contribuir para a formação de cavidades internas dentro do biofilme maduro, permitindo 
o fluxo de água e nutrientes, o destacamento e dispersão do biofilme, também possui ação
citotóxica, provocando o killing necrótico de PMNs [164,196]. Ademais, a produção de 
Pel, eDNA e piocianina são fundamentais para a maturação do biofilme. O Pel é 
responsável pela ligação cruzada do eDNA no biofilme, e a piocianina se liga ao eDNA, 
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aumentando sua viscosidade, o que influencia as interações físico-químicas da matriz do 
biofilme com o ambiente, bem como facilita as agregações celulares [197,198]. 
Figura 11: P. aeruginosa não mucoide e mucoide cultivadas em ágar para isolamento 
de P. aeruginosa (PIA). Imagem de Damron e Goldberg [192]. 
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O biofilme de P. aeruginosa, como qualquer outro biofilme bacteriano, exibe 
tolerância à ação de antimicrobianos, que aumenta à medida que ocorre sua maturação. 
Diferente dos mecanismos de resistência convencionais exibidos por bactérias 
planctônicas, a tolerância causada pela formação de biofilme pode ser causada por uma 
série de fatores tanto in vitro quanto in vivo [199], dentre os quais:  
• Restrição da penetração de antibióticos: Apesar da matriz do biofilme, em geral
não inibir a difusão do antibiótico, a restrição da penetração de antibióticos pode ocorrer 
quando os mesmos se ligam a algum componente do biofilme, como o eDNA, ou quando 
são inativados por enzimas presentes na matriz, como as beta-lactamases. 
• Atividade fisiológica diferenciada: Muitos antibióticos atuam alvejando
mecanismos de bactérias em crescimento (por exemplo, replicação e síntese da parede 
celular). Uma vez que as bactérias embutidas no biofilme apresentam atividade 
metabólica reduzida, devido à redução da disponibilidade de O2 (por exemplo, pela ação 
de PMNs) e de uma série de nutrientes, elas eventualmente apresentarão uma tolerância 
à ação de antibióticos. Foi mostrado que a baixa tensão de oxigênio causada pela ação de 
PMNs no local da infecção inibe o efeito ROS-dependente de antibióticos como 
fluoroquinolonas, aminoglicosídeos e beta-lactâmicos. Aminoglicosídeos também 
dependem de oxigênio para o transporte através da membrana plasmática. Há também 
uma grande variação da farmacocinética da claritromicina entre pacientes com FC. Além 
disso, doses subinibitórias de antibióticos no local do biofilme podem aumentar o risco 
de desenvolvimento de resistência devido à seleção e mutagênese aumentadas. Dessa 
maneira, altas doses de combinações de antibióticos são recomendadas em caso de longos 
períodos de tratamento [200]. 
• Bactérias persistentes: Acredita-se que tais bactérias resultem de uma
diferenciação para um estado dormente, cujo metabolismo extremamente reduzido 
confere tolerância a antimicrobianos que alvejam processos celulares fundamentais e 
células bacterianas mortas ou estáticas. 
• Expressão gênica diferenciada: Alguns genes específicos podem contribuir para
a aquisição de tolerância antimicrobiana no biofilme, tais como o gene ndvB na cepa 
PA14 de P. aeruginosa, responsável pela síntese de glucanos periplásmicos que se ligam 
à tobramicina, sequestrando o antibiótico e evitando a morte celular. 
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3.6.2. Imunologia da infecção por P. aeruginosa 
Imunidade inata e resposta de células T 
Como mencionado anteriormente (Seção 3), há um comprometimento nas 
barreiras primárias da imunidade inata na FC, causando uma desregulação da resposta 
imune quando na presença da infecção. No caso de biofilmes de P. aeruginosa, a resposta 
de neutrófilos (PMNs) ganha uma atenção particular, principalmente por conta de sua 
relação com dano tecidual e stress oxidativo [201]. Um acúmulo de neutrófilos é visto ao 
redor do biofilme, porém pouco ou nenhum neutrófilo é visto no interior do biofilme. 
Devido à atividade neutrofílica, há uma depleção de oxigênio acelerada, para formação 
de ROS, o que pode contribuir significativamente para as condições anaeróbicas vistas 
no muco. A depleção de oxigênio, em um momento, também pode comprometer a o 
killing bacteriano mediado por ROS pelos neutrófilos, resultando em fagocitose frustrada 
(Figuras 9 e 12). O alginato também pode atuar como um sequestrador de radicais de 
oxigênio, protegendo o biofilme contra fagocitose [70,202].  
Uma vez que a detecção bacteriana por PMNs depende, na maioria das vezes, do 
reconhecimento de padrões moleculares relacionados ao patógeno (PAMPs) pelos 
receptores toll-like (TLR) [203], a expressão de TLRs nos neutrófilos das vias aéreas de 
pacientes com FC e infecção pulmonar crônica por P. aeruginosa foi recentemente 
investigada, sendo o TLR5 o único a ter expressão aumentada [204]. O TLR5 é um 
receptor de flagelina [205] e, assim, seu impacto nos neutrófilos encontrados nos pulmões 
da FC é incerto, já que os flagelos são frequentemente ausentes nos biofilmes. 
Figura 12: Hibridização in situ com 
fluorescência e coloração de um 
biofilme de P. aeruginosa de um 
pulmão explantado de um paciente 
com FC e infecção crônica. As 
bactérias estão coradas em vermelho 
e os PMNs em volta, corados de azul 
(núcleos). Imagem de Bjarnsholt et 
al. (referência 82). 
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Também foi mostrado que o componente C3c do sistema complemento apareceu 
com mais frequência no escarro de pacientes com FC e infecção pulmonar crônica por P. 
aeruginosa. No entanto, não é bem estabelecido se a ativação de complemento é devida 
à presença do biofilme, uma vez que bactérias planctônicas levam a uma maior ativação 
do complemento, e tanto bactérias planctônicas quanto biofilmes estão presentes no 
escarro de pacientes com infecção crônica [206,207].  
Na resposta imune adaptativa, mais especificamente na resposta de células T, uma 
predileção pela montagem de uma resposta com viés Th2 é observada na FC, com 
aumento na regulação de IL-5 e IL-13 (Figura 9), além de maior sensibilidade das células 
B à IL-4. Tal resposta é bem conhecida no combate a parasitas, não sendo eficiente contra 
patógenos bacterianos como a P. aeruginosa [75]. Há evidências de que as células Th 
também produzem baixos níveis de IFN-γ (uma citocina associada à resposta Th1) e 
níveis elevados de citocinas associadas à resposta Th2 com habilidade de diminuir a 
regulação de IFN-γ e de diminuir moléculas coestimulatórias em macrófagos. Assim, a 
apresentação de antígeno é bloqueada, evitando uma resposta própria à P. aeruginosa e a 
outros patógenos da FC [208–210]. É sugerido que a resposta Th1 pode fornecer proteção 
contra a infecção por P. aeruginosa e conferir resistência à reinfecção [211]. O tratamento 
com IFN-γ em um modelo animal de infecção pulmonar crônica, utilizando P. aeruginosa 
embutida em alginato, modificou a resposta pulmonar de um estado de inflamação 
dominado por neutrófilos para uma resposta mediada por leucócitos mononucleares, cuja 
ação inflamatória é menor [212]. Além do mais, a indução de macrófagos alveolares por 
IFN-γ pode mediar a remoção de neutrófilos apoptóticos, evitando posterior aumento da 
inflamação devido à progressão para necrose [201]. A resposta Th17 também foi 
abordada na FC, tendo a habilidade de estimular o mobilizador de neutrófilos G-CSF e a 
IL-8, contribuindo, portanto, para a patologia durante a infecção por P. aerugunisa. A 
taxa de células T virgens que se diferenciam em células Th17 é aproximadamente o dobro 
em relação a sujeitos saudáveis. Essa quantidade está correlacionada com a gravidade da 
doença pulmonar, especialmente causada por P. aeruginosa, sugerindo que a IL-17 e 
citocinas associadas podem servir tanto como biomarcadores para detecção precoce da 
infecção quanto como potenciais alvos terapêuticos [213–215]. Além disso, um eixo Th2-
Th17 na FC pode predispor o paciente ao desenvolvimento da infecção pulmonar por P. 
aeruginosa [201,213,215,216]. 
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Imunidade humoral 
Os estudos pioneiros em imunidade humoral na FC datam da década de 1970, 
onde foi mostrado aumento dos níveis de precipitina contra P. aeruginosa na presença do 
fenótipo mucoide, os quais estiveram associados com pior prognóstico [217]. Desde 
então, a resposta de anticorpos foi testada com propósitos diagnóstico na FC contra uma 
variedade de antígenos de P. aeruginosa [218], e os níveis de anticorpos, de modo geral, 
se mostram elevados mesmo em pacientes sem infecção pulmonar crônica. A resposta 
contra diferentes antígenos parece depender do estágio da infecção, com alguns antígenos 
levando a uma maior resposta na fase aguda, enquanto outros são mais alvejados na fase 
crônica. A relação entre a intensidade da resposta humoral precoce e o dano pulmonar, 
bem como o pior estado clínico geral, também foi documentada [219,220].  
Uma alta quantidade de linfócitos B foi mostrada em pacientes com FC infectados 
por P. aeruginosa, e baixos níveis em pacientes sob tratamento para exacerbação 
pulmonar [75]. Pacientes com infecção persistente mostraram níveis mais altos de 
diferentes imunoglobulinas no LSVA, principalmente IgA. Entretanto, tal resposta parece 
ser insuficiente para remover a bactéria, prevenir a infecção crônica ou a aquisição de 
novas cepas. A resposta aumentada de anticorpos provavelmente também evita a 
disseminação da P. aeruginosa, uma vez que pacientes com FC raramente desenvolvem 
infecções fora do ambiente das vias aéreas [221].  
Também é relatado que o soro de pacientes com FC possui uma capacidade 
funcional defeituosa [222–229], sugerindo que anticorpos anti-P. aeruginosa podem 
possuir baixa avidez, ou baixa afinidade. O flagelo de P. aeruginosa é um potente 
imunógeno, e chegou a ser desenvolvido e testado em ensaios de fase III, como um 
candidato a vacina [230]. No entanto, estudos publicados até o momento ainda alertam 
para o cuidado no uso de terapias baseadas em vacinas para a prevenção da infecção por 
P. aeruginosa [231].
3.6.3. P. aeruginosa nas vias aéreas superiores da FC 
Os seios da face compõem um grupo de espaços preenchidos com ar, 
compreendendo os seios maxilares, frontais, etimoidais e esfenoides, todos delineados 
por mucosa e apresentando produção de muco [232] (Figura 13).  
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Figura 13: Tomografias de seios da face de pacientes com FC. As setas mostram as 
supostas vias de drenagem dos seios da face. Nesses pacientes, a drenagem parece estar 
obstruída e os seios estão parcialmente opacos. Imagem de Aanaes et al. [232].
A grande maioria dos pacientes com FC tem evidências radiológicas de doença 
respiratória nos seios da face – a rinosinusite crônica (RSC) – e o principal achado é a 
polipose nasal, que se torna comum com a idade, podendo atingir até metade dos 
pacientes. No entanto, a relação da presença da RSC com a função pulmonar ainda carece 
de resultados consistentes. Apesar da presença da RSC, os pacientes com FC tendem, de 
uma forma geral, a não relatar adequadamente os sintomas, não sendo claro se são 
assintomáticos, adaptam-se aos sintomas ou se os sintomas são mascarados por condições 
mais problemáticas, como a doença pulmonar [232,233].  
Os seios da face também podem abrigar populações bacterianas na FC, incluindo 
a P. aeruginosa [234,235]. Como mencionado anteriormente, antes de entrar em uma fase 
crônica da infecção, um estágio de colonização intermitente por P. aeruginosa ocorre nos 
pulmões. A colonização ou infecção pode ser tratada com terapia antimicrobiana, adiando 
o estabelecimento da infecção crônica [163]. Entretanto, a recolonização ocorre em um
intervalo que varia de meses a anos, envolvendo cepas diferentes de P. aeruginosa, 
embora aproximadamente 25% dos casos envolva o mesmo clone da bactéria [236–238]. 
A fonte de recolonização pode ser ambiental, como também pode estar dentro do paciente 
[239]. Pacientes que são recolonizados apresentam cepas genotípica e fenotipicamente 
similares àquelas cultivadas nos seios da face [240–242], apontando essas regiões como 
reservatórios para a colonização intermitente e, mais tarde, para a infecção crônica [232]. 
Essa hipótese, chamada de hipótese das “vias aéreas unidas”, sugere que os seios da face 
constituem o primeiro nicho para aquisição da infecção por P. aeruginosa, que, nesse 
cenário, é aspirada do ambiente, colonizando os seios nasais e sendo, mais tarde, aspirada 
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para os pulmões, de maneira descendente (Figura 14). Assim, a detecção da bactéria nos 
seios da face pode ajudar a evitar sua migração para os pulmões e, consequentemente, 
evitar ou postergar o desenvolvimento da infecção crônica [163,243]. Provavelmente, 
bactérias nos seios da face também são capazes de produzir biofilme. Assim, sugere-se 
que os seios da face atuam como um nicho evolutivo, onde a P. aeruginosa se diversifica 
e adquire adaptações às vias aéreas em geral, chegando ao pulmão já com essas 
adaptações e causando a infecção crônica [163,232,243]. 
A cirurgia endoscópica funcional naso-sinusal (FESS), seguida de tratamento 
antibiótico local pós-operatório, tem potencial para erradicar a P. aeruginosa dos 
seios da face [244]. No entanto, estudos prospectivos de larga escala investigando os 
efeitos da FESS na colonização e infecção pulmonar ainda são escassos. Uma revisão da 
Cochrane concluiu que não é possível confirmar que pacientes com FC e sintomas de 
RSC podem se beneficiar da FESS. Por outro lado, o último relato da European 
Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps (EPOS) afirma que os sintomas 
de obstrução nasal, descarga nasal, dor facial, ronco, disfunção olfativa e frequência de 
infecções nos seios da face, e também os parâmetros de atividade funcional, podem 
ser melhorados em pacientes com FC após a FESS [245].  
Figura 14: Modelo para o curso típico de colonização e infecção por P. aeruginosa nas vias aéreas 
da FC. Traduzido e adaptado [163,243].
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3.6.4. Diagnóstico da infecção pulmonar por P. aeruginosa 
A detecção de P. aeruginosa em amostras respiratórias talvez seja o maior 
problema na rotina diagnóstica da doença pulmonar na FC. A maioria dos centros de 
referência realiza amostragens trimestrais como padrão de cuidado e referência para 
conduta [246]. O padrão-ouro para amostragem das vias aéreas é o LBA, porém trata-se 
de um procedimento invasivo e inviável de ser utilizado na rotina diagnóstica, além de 
realizar uma amostragem regional, uma vez que a distribuição bacteriana não é 
homogênea no pulmão [247]. O escarro é a amostra de referência [248], porém, a maioria 
dos pacientes não é capaz de expectorar uma amostra representativa de escarro [249,250]. 
Nesse caso, a cultura de swab de orofaringe (SOF) é utilizada como alternativa; porém, a 
utilidade desse método para diagnóstico da infecção é motivo de controvérsias. Ramsey 
et al. [249] relataram um valor preditivo positivo (VPP) de 83% e um valor preditivo 
negativo (VPN) de 70% para a cultura de SOF em comparação com a cultura de secreção 
brônquica, concluindo que culturas de SOF positivas para P. aeruginosa podem predizer 
a presença da bactéria nos pulmões, mas um resultado negativo não descarta a ausência 
da infecção. Os achados foram similares aos de outros dois estudos, que compararam a 
acurácia da cultura de SOF com a cultura de escarro [251] e de LBA [252]. Por outro 
lado, resultados conflitantes foram encontrados por dois estudos, que encontraram baixos 
VPPs e altos VPNs para a cultura de SOF em relação à cultura de LBA, concluindo que 
a cultura de SOF pode ser útil para descartar a infecção pulmonar por P. aeruginosa 
[253,254]. No entanto, foi destacada a amostragem regional de bactérias fornecida pelo 
LBA, a qual pode levar a resultados falsos negativos [254]. Recentemente, um estudo 
comparou a análise de escarro (tanto expectorado espontaneamente quanto induzido) e de 
SOFs em uma coorte pediátrica de pacientes com FC utilizando uma técnica baseada em 
Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) Quantitativa (qPCR). Os resultados mostraram 
que a coleta por SOF pode subestimar a presença de bactérias associadas com a 
inflamação pulmonar [255]. 
3.6.5. Métodos alternativos para a detecção da infecção 
Dada a dificuldade em coletar amostras representativas de escarro da maioria dos 
pacientes com FC (principalmente crianças menores de sete anos) e as inconsistências 
dos resultados de cultura de SOF, técnicas alternativas são continuamente sugeridas para 
auxiliar na detecção precoce da infecção. No entanto, os resultados são controversos, 
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principalmente devido a diferenças na padronização dessas técnicas, uma vez que cada 
centro de referência segue uma metodologia própria. 
Tabela 3: Estudos com sorologia listados pelo número de sujeitos, faixa etária, métodos e antígenos utilizados. 
Traduzido de Mauch e Levy [218]. 
Estudo (autores) N Faixa etária (anos) Método Antígenos utilizados 
Høiby  et al., 1977 133 NE1 CIE St-Ag³ 
Doring et al., 1983 10 8,0 – 29,0  aCIE e bRIA² aSt-Ag³, bPA e ELA 
Brett et al., 1986 75 1,0 – 25,0 ELISA Antígenos de parede celular 
Holsing et al., 1987 62 0,32 – 32,0 ELISA ExoA, PA, ELA e fosfolipase C 
Pedersen et al., 1987 243 NE1 ELISA e CIE St-Ag³ 
Brett et al., 1988 33 0,8 – 27,0 ELISA Antígenos de parede celular 
Formsgaard et al., 1988 10 NE¹ 
aELISA, bCIE e 
cWestern blot 
aLPS, bSt-Ag³ e cLPS 
Johansen et al., 1991 157 NE¹ CIE St-Ag 
Kronborg et al, 1992 12 1,0 – 15,0 ELISA Diferentes tipos de LPS 
Burns et al., 2001 42 2,5 – 15,5 ELISA ExoA in house 
Moss et al., 2001 33 NE1 Western blot Proteínas do SST3 
West et al., 2002 68 NE1 ELISA Lisado celular, ELA e ExoA 
Corech et al., 2005 48 NE¹ 
ELISA e 
Western blot 
ExoA, lisado cellular e proteínas do SST3 
Kappler et al., 2006 183 2,0 – 38,0 ELISA ExoA, ELA e PA4 
Tramper-Standers et al., 2006 220 0,0 – 65,0 ELISA ExoA, ELA e PA4 
Pressler et al., 2006 89 NE1 ELISA St-Ag 
Weisner et al., 2007 17 NE1 
ELISA e 
Western blot 
LPS 
Ratjen et al., 2007 375 1,0 – 52,0 ELISA ExoA, ELA e PA4 
Da Silva Filho et al., 2007 87 0,24 – 19,0 ELISA ExoA, ELA e PA4 
Milagres et al, 2009 51 1,1 – 16,8 ELISA Lisado cellular e pcrV recombinante 
Pressler et al., 2009 719 NE1 aELISA e bCIE aExoA e a,bSt-Ag³ 
Hayes et al., 2010 69 NE¹ ELISA Lisado celular, ExoA e ELA 
Douglas et al., 2010 131 0,1 – 7,1 ELISA St-Ag³ e ExoA in house 
Anstead et al., 2012 303 1,0 – 12,0 ELISA ExoA, ELA, PA4  e antígenos do MCW5 
Cruz et al., 2012 27 2,5-16,8 Western blot Proteínas do SST3 
Doğru et al., 2013 90 0,64 – 26,3 ELISA ExoA, ELA e PA 4 
1Não especificado; 2Radioimunoensaio; 3Pool de antígenos de P. aeruginosa; 4 ExoA, PA e ELA (M-15 kit) – antígenos comercializados 
pela Mediagnost® (Reutlingen, Germany); 5Antígens produzidos pelo Medical College of Wisconsin (MCW): ExoS+PopB, Lisado celular 
PAO1 e ExoA.
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Sorologia para detecção de anticorpos anti-P. aeruginosa 
A sorologia é a alternativa mais documentada à cultura microbiológica de material 
respiratório, o que nos levou a publicar uma revisão sistemática abordando quase 40 anos 
de estudos sobre a utilidade diagnóstica dessa técnica [218]. 
A detecção de anticorpos precipitantes específicos para P. aeruginosa na FC foi 
primeiramente realizada por meio de contraimunoeletroforese (CIE) na década de 1970 e 
no começo da década de 1980 [217,256] e até hoje é utilizada no centro de FC de 
Copenhague, na Dinamarca. Esses estudos pioneiros mostraram que altos níveis de 
precipitinas estiveram associados com a persistência da P. aeruginosa mucoide nos 
pulmões, formação de imunocomplexos e pior prognóstico. A partir da década de 1980, 
a técnica de Ensaio Imunoabsorvente Ligado à Enzima (ELISA) foi introduzida para esse 
fim, mostrando boa correlação com os resultados da CIE. Vários estudos com ELISA 
foram realizados até o presente momento, com diferentes antígenos (Tabela 3), 
apresentando uma variedade de resultados (Tabela 4). Em geral, mesmo pacientes sem 
infecção crônica ou sem culturas positivas para P. aeruginosa mostram resultados 
sorológicos positivos, aumentando, então, a proporção de pacientes que são considerados 
infectados [257–262]. 
Uma série de estudos relata a potencial utilidade da sorologia para a detecção 
precoce da P. aeruginosa, com diferentes antígenos despertando respostas em diferentes 
fases da infecção. A resposta contra componentes do SST3 parece ser mais comum na 
fase inicial da infecção, diminuindo à medida que a infecção persiste [220,260,263,264]. 
Antígenos de parede celular e lisados celulares se mostram aumentados até quase 25 
meses antes do primeiro isolamento da P. aeruginosa em cultura [265,266]. Pressler et 
al. [267] seguiram 89 pacientes livres de infecção em um período de 10 anos e 
encontraram 28 pacientes que adquiriram a infecção crônica por P. aeruginosa apesar do 
tratamento precoce com antibióticos. Esse grupo foi comparado a um grupo controle de 
28 pacientes que não adquiriram a infecção crônica e foi observado que níveis de 
anticorpos IgG específicos contra um pool de 64 antígenos dos 17 sorotipos (classificados 
de acordo com os antígenos O) de P. aeruginosa (St-Ag) estavam significativamente 
maiores nos casos do que no grupo controle até três anos antes da aquisição da infecção 
crônica, mas permaneceram em níveis baixos no grupo controle. Em outro estudo do 
mesmo grupo [268], seguindo 791 pacientes, foi encontrado que, de 381 pacientes com 
cultura negativa para P. aeruginosa, 11 mudaram o perfil para infectados crônicos e 24 
de 129 pacientes com colonização intermitente se tornaram infectados crônicos. Os níveis 
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de anticorpos no último grupo foram significativamente maiores no início do estudo e 
aumentaram durante o curso do estudo. Níveis elevados de anticorpos anti-P. aeruginosa 
específicos mostraram ser o principal fator de risco para o desenvolvimento da infecção 
crônica.   
West et al. [219] relataram um monitoramento longitudinal de 15 anos da resposta 
sérica de anticorpos (IgG, IgM e IgA) contra vários antígenos de P. aeruginosa em 68 
pacientes, detectando a bactéria até 12 meses antes do primeiro isolamento. Níveis 
significativos de anticorpos contra lisado celular e exotoxina A (ExoA) foram detectados 
antes ou simultaneamente ao primeiro isolado de P. aeruginosa em cerca de 60% dos 
pacientes, enquanto anticorpos contra elastase de P. aeruginosa (ELA) foram detectados 
até 40 meses após o primeiro isolamento. Anstead et al. [269], utilizando cinco tipos de 
antígenos e dois diferentes testes de ELISA, encontraram, em pacientes recentemente 
colonizados por P. aeruginosa, que a sorologia positiva no início do estudo não esteve 
significativamente associada com falha na erradicação bacteriana após tratamento prévio 
por 10 semanas, mas a soropositividade à protease alcalina (PA) e ExoA estiveram 
significativamente associadas com risco aumentado de isolamento recorrente 60 semanas 
após a erradicação do patógeno.  
A correlação entre resultados de dosagem de anticorpos e pior estado clínico 
também foi demonstrada. Altos níveis de precipitinas mostraram correlação com pior 
função ventilatória e graves alterações radiológicas [217]. Em pacientes com infecção 
crônica e colonização intermitente por P. aeruginosa, altos níveis de anticorpos 
mostraram correlação inversa com o escore clínico de Schwachman-Kulczyky e com o 
escore de raio-X de Chrispim-Norman [265]. West et al. [219] realizaram radiografias de 
tórax semestrais em crianças menores de três anos e anuais em crianças acima de quatro 
anos de idade. As evidências de lesões pulmonares irreversíveis ocorreram até 5,8 meses 
antes da primeira cultura positiva para P. aeruginosa, período similar ao aparecimento de 
anticorpos anti-ExoA. Alguns estudos relataram queda nos níveis de anticorpos contra 
diferentes antígenos após antibioticoterapia, ainda que nem sempre abaixo do ponto de 
corte negativo [257,265,270,271].  
As já mencionadas diferenças na padronização metodológica, bem como o uso de 
diferentes antígenos e padrões de referência para comparação, levaram a resultados 
controversos em relação à acurácia da sorologia para a detecção da infecção. Enquanto 
alguns estudos relatam sensibilidade, especificidade e valores preditivos próximos de 
100% [270,272,273], outros encontram valores oscilantes. Douglas et al. [274] 
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compararam dois testes ELISA (para anticorpos contra o St-Ag e ExoA) entre duas 
populações de pacientes com FC na Austrália. Observaram altos VPPs mas baixos VPNs 
em ambas as populações para os dois métodos, em relação à cultura de LBA (utilizado 
como padrão-ouro no estudo) – respectivamente, 14 e 26% para o St-Ag e 11% e 19% 
para a ExoA. Porém, reconhecem as limitações de amostragem do LBA, bem como a 
probabilidade de resultados falsos-negativos. Em outro estudo, foram encontrados altos 
VPPs, VPNs e sensibilidade em testes de ELISA contra ExoA, ELA e PA, porém altos 
números de pacientes com cultura negativa tendo altos níveis de anticorpos, resultando 
em baixa especificidade [261]. No entanto, a cultura negativa acompanhada de sorologia 
positiva pode ser um indicativo de detecção precoce da infecção. 
Tabela 4: Estudos avaliando a acurácia técnicas de ELISA para diferentes antígenos P. aeruginosa. 
Estudo Antígeno Sensibilidade Especificidade VPP VPN 
Pedersen et al., 1987 St-Ag 93,0% 92,0% 93,0% 72,0% 
Kappler et al., 2006 
Combinação de 
PA, ELA e ExoA 
86,1% 95,6% 97,1% 80,6% 
PA 76,0% 97,0% NI NI 
Tramper-Standers et al., 
2006 
ELA 87,0% 89,0% NI NI 
ExoA 79,0% 81,0% NI NI 
PA 85,4% 97,5% 96,6% 88,8% 
Ratjen et al., 2007 ELA 76,2% 97,5% 96,2% 83,2% 
ExoA 72,0% 97,5% 95,9% 80,8% 
ExoA 89,0% 93,0% 86,0% 95,0% 
Pressler et al., 2009 St-Ag 83,0% 97,0% 80,0% 98,0% 
Douglas et al., 2010 
St-Ag 91%a e 53%b 64%a e 82%b 14%a e 26%b 99%a e 94%b 
ExoA in house 82%a e 93%b 57%a e 52b 11%a e 19%b 98,0%a,b 
PA 45,0% 81,0% 85,0% 74,0% 
ELA 52,0% 78,0% 38,0% 86,0% 
Anstead et al., 2012 ExoA 67,0% 58,0% 29,0% 87,0% 
PopB + ExoS 48,0% 83,0% 42,0% 86,0% 
PAO1 60,0% 72,0% 35,0% 88,0% 
PA 84,0% 40,0% 100,0% 77,8% 
Doğru et al., 2013 ELA 80,0% 44,4% 100,0% 80,0% 
ExoA 80,0% 43,3% 100,0% 78,4% 
a: pacientes de programa de vigilância baseada em microbiologia do LBA; b: população teste do Australasian Bronchoalveolar Lavage 
Trial; NI: não informado. 
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Detecção de P. aeruginosa nas vias aéreas superiores da FC 
Nas vias aéreas superiores, a dificuldade, em termos diagnósticos, é o acesso à 
região dos seios da face. A obtenção de amostras para cultura por aspiração nasal, embora 
seja o padrão-ouro para diagnóstico de sinusite bacteriana, é um procedimento invasivo, 
que demanda tempo, e potencialmente doloroso [275]. A cultura de amostras coletadas 
por endoscopia do meato médio parece ser eficiente para identificação bacteriana em 
sinusites relacionadas ou não à FC [276]. A irrigação nasal foi sugerida como uma técnica 
de coleta mais exequível em relação a swabs nasais, para obtenção de amostras das vias 
aéreas superiores [234]. O diagnóstico por imagem é mandatório para o planejamento de 
intervenções cirúrgicas, mas não pode ser realizado com frequência, devido à alta 
incidência de radiação, tendo, portanto, um baixo valor diagnóstico na FC [277,278].  
Apesar de as propriedades fisiológicas e ambientais dos seios da face e das vias 
aéreas condutoras serem provavelmente comparáveis, já que ambas são delineadas por 
muco e possuem os mesmos defeitos da proteína CFTR [233], existem diferenças na 
resposta imune local. Na infecção pulmonar, há uma resposta inflamatória dominada por 
PMNs, contra a P. aeruginosa, a qual é mediada por anticorpos IgG específicos [217]. 
Pacientes com colonização dos seios da face podem passar por longos períodos sem uma 
resposta de IgG sistêmica elevada. De fato, foi evidenciado que a resposta imune nos 
seios da face é mediada por sIgA local, não inflamatória (inibindo o recrutamento de 
neutrófilos) e acompanhada pelo recrutamento de células mononucelares (macrófagos) 
[279]. Isso pode explicar a baixa taxa de queixas de sintomas da sinusite na FC. Nesse 
cenário, Aanaes et al. [280] desenvolveram um método para pesquisa de P. aeruginosa 
nas vias aéreas superiores, avaliando a presença de sIgA em secreção nasal e saliva de 
pacientes com FC, de acordo com o perfil de colonização/infecção por P. aeruginosa. O 
estudo encontrou uma correlação significativa entre a quantidade de sIgA nessas amostras 
e o perfil de colonização/infecção, onde pacientes com colonização intermitente 
apresentaram níveis significativamente mais altos que pacientes livres de infecção, 
sugerindo esse teste como um potencial suplemento para o diagnóstico da P. aeruginosa 
nas vias aéreas superiores. 
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4. OBJETIVOS
4.1.  Gerais 
• Avaliar a utilidade das técnicas sorologia para pesquisa de anticorpos IgG séricos
anti-P. aeruginosa e dosagem de IgAs anti-P. aeruginosa em saliva para detecção da 
infecção respiratória por P. aeruginosa. 
• Avaliar a avidez de anticorpos anti-P. aeruginosa contra dois antígenos da
bactéria (o antígeno polivalente St-Ag e o alginato) 
4.2.  Específicos 
• Comparar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo da dosagem de IgAs na saliva com a cultura microbiológica de material 
respiratório e a sorologia para detecção de anticorpos IgG anti-P. aeruginosa. 
• Monitoramento longitudinal da infecção respiratória por P. aeruginosa de
pacientes com FC atendidos no HC-Unicamp, utilizando as técnicas de cultura 
microbiológica, dosagem de IgAs na saliva e sorologia para detecção de anticorpos IgG 
anti-P. aeruginosa. 
• Avaliar se a avidez de IgG contra St-Ag e alginato aumenta com o tempo na FC
• Verificar se há diferenças no padrão de avidez entre pacientes com FC de acordo
com diferentes perfis de colonização/infecção por P. aeruginosa 
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5. JUSTIFICATIVA
A descoberta de que a antibioticoterapia agressiva, em caso de um primeiro
isolamento de P. aeruginosa em cultura, é crucial a fim de prevenir ou adiar a colonização 
pulmonar crônica tem aumentado a importância e a necessidade de se pesquisar técnicas 
rápidas e sensíveis para detecção desse patógeno. Consequentemente, vários estudos têm 
abordado a comparação entre a técnica de cultura microbiológica (padrão ouro atual) e 
entre cultura microbiológica e sorologia.  A dosagem de IgAs pode também ser utilizada 
para a detecção de pacientes com FC e colonização pulmonar precoce. Os resultados que 
indicam que o teste pode realmente diagnosticar a sinusite por P. aeruginosa, a qual se 
trata de um marcador de infecções pulmonares devido à concordância das bactérias nas 
vias aeríferas inferiores e superiores. 
A infecção crônica por P. aeruginosa precisa ser discriminada da colonização 
intermitente para fins terapêuticos e profiláticos em pacientes com FC, podendo ser 
avaliada pelos títulos de anticorpos IgG específicos em amostras de soro. Durante a 
infecção crônica, ocorre ascensão dos títulos de anticorpos, a qual correlaciona-se com a 
gravidade da infecção. Além disso, a resposta de anticorpos pode ocorrer em pacientes 
sem infecção crônica, com grande antecedência à detecção da bactéria em cultura, o que 
aumenta a habilidade de detecção precoce da bactéria e até mesmo de tratamento de 
infecção recorrente. Sendo assim, vários estudos recomendam que a sorologia faça parte 
da rotina de seguimento dos pacientes com FC, auxiliando no diagnóstico e prognóstico 
da doença pulmonar por P. aeruginosa. 
Há poucos estudos relatando a avidez de anticorpos anti-P. aeruginosa em 
pacientes com FC, mostrando que a avidez desses anticorpos não parece maturar com o 
tempo. Entretanto, os testes feitos até o momento usaram uma pequena variedade de 
antígenos. Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a testar a avidez contra o 
antígeno comercialmente disponível St-Ag, usado na rotina diagnóstica do centro de FC 
do Hospital da Universidade de Copenhague (Rigshospitalet) por quase 40 anos, e contra 
o alginato, principal marcador de infecção pulmonar crônica por P. aeruginosa na FC. É
bem sabido que pacientes com FC têm uma resposta imune comprometida, a qual leva à 
injúria tecidual pulmonar durante a infecção. Nosso estudo pode ajudar a elucidar se a 
avidez de anticorpos IgG contra esses dois antígenos pode contribuir para a perda 
progressiva da função pulmonar. 
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6. RESULTADOS
• Paper 1: Mechanisms of humoral immune response against Pseudomonas
aeruginosa biofilm infection in cystic fibrosis
• Paper 2: IgG avidity to Pseudomonas aeruginosa over the course of chronic lung
biofilm infection in cystic fibrosis
• Paper 3: Secretory IgA response against Pseudomonas aeruginosa in the upper
airways and the link with chronic lung infection in cystic fibrosis
• Paper 4: Secretory IgA-mediated immune response in saliva and early detection
of Pseudomonas aeruginosa in the lower airways of pediatric cystic fibrosis
patients
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P. aeruginosa chronic lung infection is the major cause of morbidity and mortality in patients with cystic fibrosis (CF), and is characterized by a
biofilm mode of growth, increased levels of specific IgG antibodies and immune complex formation. However, despite being designed to combat
this infection, such elevated humoral response is not associated with clinical improvement, pointing to a lack of anti-pseudomonas effectiveness.
The mode of action of specific antibodies, as well as their structural features, and even the background involving B-cell production, stimulation and
differentiation into antibody-producing cells in the CF airways are poorly understood. Thus, the aim of this review is to discuss studies that have
addressed the intrinsic features of the humoral immune response and provide new insights regarding its insufficiency in the CF context.
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721. Introduction
Pulmonary disease is the preponderant manifestation in
cystic fibrosis (CF), where a dehydration in the airway surface
liquid (ASL) leads to mucus accumulation in the lower
airways, impairing the mucociliary clearance (MCC) and
facilitating colonization and infection of the lower airway
environment by bacterial pathogens, especially Pseudomonas
aeruginosa, the major morbidity and mortality cause in the CF
population [1]. P. aeruginosa infection starts with a non-
mucoid planktonic variant, which is frequently succeeded by
colonization-treatment-recolonization cycles, marked by inter-
mittent bacterial isolations in microbiological respiratory tract
cultures. This can further develop into a chronic stage of
infection, marked by a mucoid biofilm-growing P. aeruginosa.
Biofilm formation provides protection against the immune
system (Figs. 1 and 2) and antibiotics, as well as provoking an
intense inoperative tissue-damaging inflammatory response,
rendering P. aeruginosa practically impossible to eradicate in
this phase of infection [2,3]. Moreover, the ionic unbalanceFig. 1. Mucus with a P. aeruginosa biofilm surrounded by polymorphonuclear neu
alginate, LPS and proteins. Immune complexes are formed between P. aeruginosa an
consume oxygen and liberate ROS, proteases and DNA, starting the inflammatory
becomes anaerobic, impairing the PMNs' ability to phagocytose and kill P. aerugino
to a frustrated phagocytosis. The pronounced IgG antibody response occurs especiall
the Th2-skewing of the adaptive immune reponse, resulting in hyperproduction
anti-inflammatory cytokines, like IL-10 and INF-γ. Since the PMNs' ability is impair
aeruginosa biofilms. IgA is produced in the Bronchi-Associated Lymphoyd Tissu
yielding sIgA, which is exported through the epithelal cells to the airway surface l
macrophage-mediated non-phlogistic response, thereby not contributing to airway incaused by the CFTR defects leads to changing chemical
characteristics of the ASL, where an acidified environment is
formed, reducing or inactivating defensins, lysozymes and
lactoferrins, natural defense molecules of the primary airway
barrier, making bacterial killing even more difficult [4,5].
Still, a number of studies in the last two decades have shown
that not only the primary immune barriers are impaired in the CF
airways, but also the cellular and signaling artifacts of the immune
system as a whole is involved [6]. An interesting fact is that such
impairment does not necessarily mean deficiency, but mostly
overproduction of several immune components. CF airway
epithelial cells (AECs), when challenged with P. aeruginosa,
show increased activation of the Nuclear Transcription Factor –
Kappa B (NF-κB), which leads to overproduction of pro-
inflammatory cytokines interleukin (IL-) 6 and 8, and Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-α) disproportionately to the bacterial
load in the airways, when compared with normal AECs. NF-κB
overproduction also reduces the synthesis of glutathione, an
antioxidant peptide that neutralizes reactive oxygen species (ROS)
and increases the production of inflammatory mediators liketrophils (PMN) and IgG antibodies specific to P. aeruginosa antigens, such as
tigens and IgG, which activate complement and attract PMNs. Activated PMNs
reaction. Such inflammatory reaction consumes all oxygen in mucus, which
sa in sputum due to the oxygen starvation needed for PMN activity, and leading
y due to the high NF-κB production by CF airway epithelial cells (AECs), and to
of proinflammatory cytokines, like IL-5 and IL-8, and low production of
ed, this hyperinflammatory response leads to tissue damage rather than killing P.
e (BALT) submucosa (1), where it combines with the secretory component,
iquid (ASL) (2), preventing P. aeruginosa to attach to the epithelial cells, in a
flammation.
Fig. 2. Fluorescence in situ hybridization staining of P. aeruginosa in a biofilm from
an explanted chronically infected CF lung. Bacteria are stained red and the
surrounding PMNs are stained blue (the nuclei). Extracted fromBjarnsholt et al. [61].
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73Prostaglandin E2 and Cycloxygenase-2 (COX-2) [7]. CF AECs
also produce a decreased amount of interferon-gamma (IFN-γ),
causing upregulation of IL-33, which, like IL-6 and IL-8, are
neutrophil chemoattractants [8]. Consequently, neutrophils
extravasate to the airways and are activated, releasing substantial
levels of proteases and cationic peptides, deteriorating the airway
surface and permeability [9]. Under normal conditions, neutro-
phils undergo apoptosis and are swept from the airways by cough
clearance or phagocytosis by alveolar macrophages (AM). In the
CF context, notwithstanding the impaired MCC, macrophages'
ability to phagocyte apoptotic neutrophils is also decreased; thus,
neutrophils undergo necrosis rather than apoptosis, releasing their
intracellular content in the airways, including chemoattractants
(attracting other neutrophils to the inflammation site, thus
perpetuating the immune response), DNA content (that serves
as a biofilm matrix), proteases and ROS (damaging the airway
structure) [10,11].
In the adaptive immune response, more specifically in the
T-cell response, a predilection to mount a Th2-skewed response
is observed, with upregulation of IL-5 and IL-13, and higher
B-cell sensitivity to IL-4. Such response is well known to fight
parasites, not being efficient against bacterial pathogens like P.
aeruginosa [6]. There are evidences that CF Th cells also
produce low levels of IFN-γ (a Th1-associated cytokine) and
elevated levels of IL-10, a Th2-associated cytokine with ability
to downregulate IFN-γ and to decrease co-stimulatory mole-
cules in macrophages, thereby hindering antigen presentation
and preventing a proper immune response to P. aeruginosa,
Aspergillus fumigatus and other CF pathogens [12–14]. It has
been suggested that the Th1 response can be protective against
P. aeruginosa infection and confer resistance to reinfection
[15]. IFN-γ treatment in a chronic lung infection rat model
using alginate embedded P. aeruginosa changed the pulmonary
response from an inflammation dominated by neutrophils to
mononuclear leucocytes [16]. Moreover, IFN-γ induction of
alveolar macrophages may mediate removal of apoptotic
neutrophils, preventing further increased inflammation due to
progression into necrosis [17].The Th17 response has also been recently addressed in CF as
having the ability to stimulate the neutrophil mobiliser G-CSF and
the neutrophil chemoattractant IL-8, thus contributing to the
pulmonary pathology during chronic P. aeruginosa lung infec-
tion. The rate of naive T-cells that differentiate into Th17 cells is
almost twice as high as in healthy subjects. This amount correlates
with the severity of the lung disease, especially caused by P.
aeruginosa, suggesting that IL-17 and associated cytokines can
serve both as biomarkers for early detection of the disease and
potential therapeutic targets [18–20]. Furthermore, a Th2-Th17
axis in CF may predispose for development P. aeruginosa lung
infection [17,18,20,21].
2. B-cells, antibodies and the humoral immune response in CF
Although the elucidation of CF immunological disorders has
been facilitating the understanding of the lung disease natural
history, the efficacy of the humoral immune response remains a
poorly explored field concerning the pathogen-immune system
interaction. In P. aeruginosa infection, particularly, the high
antibody level followed by immune complex (IC) formation is a
hallmark (Fig. 1). Pioneer studies had already shown that the level
of specific P. aeruginosa precipitating antibodies were increased
in the presence of the mucoid phenotype and associated with poor
prognosis [22]. From then on, the antibody response with
diagnostic purposes was tested against a broad variety of P.
aeruginosa antigens, showing frequently enhanced antibody levels
(mainly IgG), even in patients without P. aeruginosa chronic lung
infection [23]. The response against particular antigens appears to
depend on the infection stage, with some antigens provoking a
more intense response in the acute phase, while others are more
targeted during the chronic phase [24]. However, the relation
between response intensity and pulmonary damage, as well as the
lack of the association between humoral response and clinical
improvement are well reported [25,26]. Besides, antibiotic
treatment may decrease anti-Pseudomonas antibody production,
but even after treatment, there is an increased risk of recurrent
infection if patients display high antibody levels [27].
Despite the evidences of the inefficiency of humoral response
to mediate the clearance of infection from the airways, the mode
of action of specific IgG anti-Pseudomonas antibodies, as well as
their subclass distribution and the scenario involving B-cell
production, stimulation and differentiation into plasma cells in
the airways remains poorly studied in CF.
2.1. B-cells in CF
B-cells primarily rise from hematopoietic stem cells and their
development is marked by a continuum of stages that starts in the
primary lymphoid tissues – mainly the bone marrow (BM). B-cell
maturation progresses in sequential steps in the BM and, after this,
the B-cells migrate to and complete thematuration in the secondary
lymphoid tissues (SLT) - e.g. lymph node and spleen [28].
Antigen-induced activation and differentiation in the SLTs are
mediated by dynamic changes in gene expression that originate in
the germinal center (GC) reaction. GCs are transient structures
formed inside the SLT and dedicated to the production of high
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74affinity antibodies, where the B-cells expressing such membrane
bound antibodies mature, undergo stimulation and develop into
antibody-producing cells (plasma cells) or memory B-cells.
Developing B-cells progresses through rearrangement of gene
segments of the light and heavy immunoglobulin (Ig) chains (V, D
and J) of pre- and pro-B-cells, thus culminating in the expression of
the mature B-cell receptor (BCR) (IgD or IgM) in the cell surface,
which can bind antigens (Fig. 3). The maturation steps depend on
close interactions between developing B-cells and BM stromal
cells, which provide critical adhesive integrins, growth factors,
chemokines and cytokines. Immature B-cells that leave the BM
towards the SLTs have the maturation process guided by BCR
signals, B-cell Activating Factor (BAFF), and expression of
transcription factors, like NOTCH2 and BTK [29].
High numbers of B-cells have been documented in CF
patients infected with P. aeruginosa, and low levels in patients
under treatment for pulmonary exacerbation. Patients with
persistent infection with P. aeruginosa showed high levels of
immunoglobulins in ASL, mainly IgA; however, this responseFig. 3. After synthesis in the bone marrow, naïve B cells are activated in the se
antigen-presenting cell (e.g. dendritic cell), and interaction with the antigen. B cells th
IgA). Antigen-specific naïve B cells can differentiate within secondary lymphoid t
phase known as the germinal center (GC) reaction, where clonal expansion and affin
long-lived plasma cells. When memory B cells are re-activated by a specific antigen,
high-affinity long-lived antibody producing plasma cells. CF antibodies undergo
pronounced antigen stimulation, which takes place over decades in well-treated pa
completely different from the controlled situation during vaccination, where small am
where only high affinity clones are activated. IgA is mainly transported to the ASL to
to prevent damage to the epithelial surface (see Fig. 1). IgG, on the other hand, is then
(alveoli) (1), where it binds the bacteria present in this zone, contributing to the infla
of proinflammatory cytokines. These cytokines attract more neutrophils through tra
then produce proteases and ROS, provoking a gradual and extensive lung injury.appears to be insufficient to remove the bacteria, prevent chronic
infection or acquisition of new strains [6]. In another report, CF
patients showed a significantly higher spontaneous formation of
plaque-forming cells (which reflect the B-cell differentiation into
plasma cells in vivo), when compared with normal individuals
after challenge with mitogen or staphyloccoci, as well as a
significant impairment in the B-cell differentiation in response to
the polyclonal activation in vitro, which could not be explained
by the increased numbers of adherent suppressor cells or by the
presence of suppression enhanced by T-cells [30]. Neill et al. [31]
recently showed, for the first time, the kinetic of B-cell responses
to chemoattractant factors and the kinetic of B-cell differentia-
tion, both following P. aeruginosa infection and in relation to the
B-cell recruitment, in a CF murine model. P. aeruginosa
infection showed association with elevated levels of BAFF and
another B-cell chemoattractants, like CXCL13, CCL19 and
CCL21. An elevated BAFF level was also found in bronchoal-
veolar lavage (BAL) of CF pediatric patients, irrespective of
absence or presence of P. aeruginosa infection, implying that thecondary lymphoid organs (e.g. CF BALT) during antigen presentation by an
en proliferate and generate plasma cells, which produce antibodies (e.g. IgG and
issue into short-lived low-affinity plasma cells or undergo a rapid proliferative
ity/avidity maturation take place, yielding either memory B cells or high-affinity
they quickly respond to the cognate antigen, proliferate and differentiate into the
deficient affinity/avidity maturation [89]. This may be due to the continous
tients, where both high-affinity and low affinity clones are activated. This is
ounts of antigens are repeatedly administered to obtain protective immunity and
keep bacteria and their products at a distance from the epithelial surface in order
transported to the interstial fluid and to the blood, reaching the respiratory zone
mmatory response, attracting macrophages and neutrophils, leading to secretion
nsmigration from the capillary endothelia to the alveolar space (2). Neutrophils
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75expression is not specific for this pathogen and can be a feature of
the CF airways, and suggesting that not only the B-cells recruited
to the airway, but the local environment as well, is able to support
the B-cell survival, differentiation and antibody production;
however, persistence of P. aeruginosa infection suggests that this
response is ineffective. Still, there are no studies confirming
whether there is any failure in B-cell production, regulation and
proliferation in CF.2.2. Functionality of antibody response in CF
2.2.1. Immune complex formation
IC formation during P. aeruginosa lung infection in sputum
(Fig. 1) and serum from CF patients is long-established [32,33]. A
significantly higher IgG2 concentration was reported in sera of CF
patients chronically infected with P. aeruginosa, as well as higher
mean levels of circulating immune complexes (CIC). CIC removal
was accompanied by significant decrease in IgG2 concentration
without changes in other subclasses, and by a significant increase
of both macrophage and neutrophil-mediated phagocytosis,
therefore suggesting IgG2 to significantly contribute to CIC
formation and to have antiphagocytic activity through direct
inhibition in CF [34]. ICs in sputum of CF patients chronically
infected with P. aeruginosa were found to be basically composed
of lipopolysaccharide (LPS), IgG1–4, IgA and IgM. Still, high
CIC concentration was shown to be positively correlated with the
TNF-α amount. In vitro analyses showed that the ICs containing
LPS stimulated a higher TNF-α release than LPS alone, and also
induced oxidative stress in neutrophils [35]. One study found that
C4 activation was highly associated with CIC [36], but two other
did not find any relation between CIC and complement activation
[37,38].
Conflicting results were obtained in attempts to correlate IC
formation and level with clinical state. CF patients with acute lung
disease had higher CIC formation than stable patients [38] and
higher CIC levels were found in patients with worst clinical states
in three studies, being associated with worst clinical and X-ray
scores, lower lung function results, lower weight, and higher
anti-P. aeruginosa IgG levels [39–41]. A multifactorial analysis
with 10 years of follow-up [42] reported correlation between CIC
and only four of 38 clinical parameters – low National Institute of
Health (NIH) score, higher age, low rate of respiratory peak flow
and high total IgG level. There was no correlation between CIC
and severity of individual pulmonary exacerbation; however, all
patients who died during the follow-up had higher CIC levels,
comparing with those who survived. Two studies observed
association between CIC evidence and/or formation with
mortality [36,43], while other studies did not find association
between ICs and colonization or response to P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae and streptococ-
cal species, nor correlation of ICs with severity or progression of
lung disease, pulmonary exacerbations, or non-specified humoral
and cellular functions [37,44,45]. Proteolytic cleavage of ICs was
suggested to contribute to the failure to detect ICs in CF and
therefore to the lack of correlation with disease severity in some
studies [46].2.2.2. Opsonization capacity and phagocytic killing
Derived from the greek word opson (condiment), opsonization
is the process by which a foreign particle, particularly a microbe, is
coated with plasma proteins (opsonins) aiming to facilitate the
microbe attachment and internalization by a professional phago-
cytic cell. Overall, the process refers to the microbe coating with Ig
molecules (antibodies) that are specific for the antigenic determi-
nants of that organism, or with complement proteins (particularly
C3b) that are deposited upon the surface of themicroorganism both
through the classic or alternative activation pathway. The presence
of these proteins in the microbial surface facilitates its sequential
interaction with the Ig receptors (Fc receptors) or complement
receptors in the phagocyte surface. These interactions result in
encirclement of the particle by the cytoplasmic membrane of the
phagocytic cell, until the particle is contained in a membrane-
bound vacuole (phagosome) within the cell [47].
Early reports found inability of bactericidal activity in sera
from CF patients with advanced lung disease, particularly against
autologous P. aeruginosa isolates, suggesting the presence of
“bactericidal block” antibodies [48,49], and attributing this defect
to IgG [50]. Such findings headed the investigation of the opsonic
capacity of CF sera, revealing a deficiency of sera from patients
infected with P. aeruginosa to promote phagocytosis (in relation
to normal individuals and patients without P. aeruginosa
infection) particularly by alveolar macrophages [51–54], but not
by PMNs [51,55]. Complement activation is reported as being
normal [49,51,52,55–57] and opsonic capacity appeared to
include a non-complement cofactor for optimal activity [52].
Immunoglobulin activity, on the other hand, was suggested to
be deficient and even inhibitory, confirming previous reports. A
series of studies byMoss et al. [36,52,56,58] found that CF patients
with P. aeruginosa infection displayed a broadly distributed
hyperimmunoglobulinemia G, and even not infected patients were
subject to have elevated IgG3 and IgG4 levels. Themajor antigenic
determinant of the elevated IgG serum response was the P.
aeruginosa LPS. Such elevation showed distribution among all
IgG subclasses, with a shift towards IgG3. Notwithstanding, when
serum opsonic capacity was compared with level of autologous
antibodies, increased levels of IgG4, but not IgG1–3 were found in
patients with poor serum opsonic activity. Moreover, an inverse
correlation was found between IgG4 levels and opsonic activity,
suggesting a blocking capacity of AM-mediated P. aeruginosa
phagocytosis by antibodies of this particular isotype. In addition,
patients who were not infected by P. aeruginosa had decreased
IgG2 levels and increased IgG4 levels to LPSwhen compared with
normal controls. IgG4 indeed has a poor opsonizing capacity and
an efficient response of this subclass is not expected, since IgG2 is
the subclass that better responds to polysaccharide antigens like
LPS [56]. The low IgG2 levels raises the possibility of restricted
immunodeficiency to polysaccharide antigens, with an attempt of
compensatory shift towards IgG3 and IgG4 doomed to failure.
Indeed, almost one decade later, it was documented that patients
with high IgG3 levels to LPS, alginate and a mixed P. aeruginosa
antigen (sonicate) are able to induce a high complement activation
level that, however, is associated with a more aggressive lung
damage, probably secondary to local IC formation and reflecting
the inefficiency of this response [57].
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76Although PMN-mediated phagocytosis induction has been
reported as being normal, afterP. aeruginosa opsonizationwith CF
sera, chemiluminescence analyses found that, while opsonization
of P. aeruginosa with P. aeruginosa-infected sera resulted in
increased levels of PMN chemiluminescence, when corrected for
equimolar P. aeruginosa LPS-specific IgG content, P. aeruginosa-
infected sera displayed markedly lower opsonizing ability
compared to P. aeruginosa-uninfected sera, normal sera, or normal
serum-derived P. aeruginosa hyperimmune globulin [58]. Recent
reports [59,60] showed thatP. aeruginosa opsonized with egg yolk
antibodies (IgY), the analogue avian antibody for human IgG,
enhanced the PMN-mediated respiratory burst and subsequent
bacterial killing in vitro. Such effects were observed against
different P. aeruginosa strains, and possibly reflect a decreased
opsonizing capacity of CF IgG to head PMN-mediated
phagocytosis.
P. aeruginosa biofilm aggregates in the lungs and sputum of
CF patients were shown to be surrounded by PMNs, but have
never been observed inside PMNs (Figs. 1 and 2). In contrary,
planktonic P. aeruginosa cells were frequently seen inside the
PMNs, engulfed, but presumably not destroyed. Since CF
sputum becomes anaerobic, due to the PMN activity, these cells
are deprived form oxygen and may not be able to produce a
metabolic burst to kill the phagocytosed bacteria (Fig. 1) [61]
and thus functionally may be somewhat like PMNs from
chronic granulomatous disease patients [62], who are able to
phagocytose bacteria but not to kill catalase positive bacteria
like e.g. S. aureus since they are defective in NADP-oxidase
and, therefore, cannot produce O2
−. This is therefore a possible
additional explanation for the functional inability of the
immune system of CF patients to clear lung infections. As a
matter of fact, our group has previously shown that hyperbaric
oxygen treatment of O2-depleted P. aeruginosa biofilms could
significantly enhance the bactericidal activity of ciprofloxacin
on the bacteria, due to the increase of the diffusive supply for
aerobic respiration during ciprofloxacin treatment of these
biofilms, thereby showing the potential of combined treatments
with hyperbaric oxygen [63].
2.2.3. Defective interaction among pathogen, antibodies and
phagocytes
Evidences of defective antibody functional capacity reported
to date suggest that CF antibodies may have a low avidity
(overall strength of an antigen-antibody complex) or affinity
(strength of the interaction between the antigen binding site in
the antibody and the antigen epitope) (Fig. 3) [64,65].
P. aeruginosa phagocytosis, by means of its AM-mediated
internalization and opsonic killing, was shown to be reduced
when the bacteria were opsonized with CF sera with high
specific IgG levels, even when compared with non-opsonized
bacteria. Besides, radioimmunoassay studies observing the
AM-bacteria interaction found only a few bacteria attached to
the AM membrane, thereby suggesting that a defect in the Fcγ
portion of the Pseudomonas-specific IgG in CF interferes with
the phagocytic function by preventing a proper receptor
attachment and subsequent triggering of internalization. Such
defect, with consequent decrease in the bacterial clearance, canlead to a prolonged circulation of ICs, causing tissue deposition
and damage [66].
A study addressing the immunization of CF patients and
healthy adults with a LPS-based vaccine demonstrated that this
vaccine elicited a significant increase in the total anti-LPS IgG
levels and in the affinity of these antibodies. On the other hand, CF
patients chronically colonized by P. aeruginosa (not immunized)
showed affinity values at least 100 times lower than antibodies
induced by the vaccine, despite of the elevated levels of naturally
acquired anti-LPS IgG. These high affinity antibodies seemed to
mediate the opsonophagocytic killing of P. aeruginosa by
macrophages [67]. Other analysis [68] found that P. aeruginosa
isolates recovered from CF patients were reactive mainly with a
monoclonal antibody directed to the outer core of the P.
aeruginosa LPS, suggesting reactivity to LPS as having potential
value in P. aeruginosa eradication in these patients. Similar
conclusions were proposed by Lang et al. [69], who found
association between P. aeruginosa infection and absence of high
affinity anti-LPS antibodies. The frequency of infection was
significantly higher among patients who were not vaccinated with
LPS and vaccinated patients who failed to mount a high affinity
response, than among immunized patients. Most P. aeruginosa-
positive respiratory cultures were obtained from specimens from
immunized patients only after the loss of the high affinity
circulating anti-LPS antibodies, which occurred between the
second and third years (out of four years) of observation. No
such correlation was found when total anti-P. aeruginosa LPS
antibody levels versus infection rate were analyzed. Mucoid P.
aeruginosa was cultured from a single vaccinated patient (out of
four patients) who failed to mount a high affinity response, while
six (out of 10) non-vaccinated patients become infected with the
mucoid variants. Therefore, it was suggested that the presence of
high affinity anti-LPS antibodies can act to keep the bacterial load
below a critical level needed for the phenotypic switch.
IgG avidity against P. aeruginosa exotoxin A (ExoA) was
shown to be decreased in CF patients with P. aeruginosa chronic
lung infection, despite being significantly different from patients
without infection and healthy subjects. Also, no increase in
anti-ExoA IgG avidity was seen in 6/8 chronically infected
patients after a period of six months of follow-up [70]. A possible
explanation is the long term exposure to the antigen via CF lungs,
which can cause a specific suppression of the IgG response [71].
In a cohort of 11 CF patients with poor lung function and 9
patients with good lung function, all patients developed increasing
levels of antibodies against P. aeruginosa beta-lactamase and
against the 60–65 kDa heat shock protein (anti-GroEL), but no
avidity maturation of these antibodies was observed. In patients
with good lung function, the avidity of anti-beta-lactamase
antibodies was higher than in patients with poor lung function,
suggesting a more efficient inhibition of the beta-lactamase by
these antibodies, resulting in better lung function [72].
In recurrent Staphylococcus aureus infections, high levels of
antibodies to a variety of antigens are seen in CF, including
against the polysaccharide capsule, suggesting the presence of
virulence factors that can inactivate specific antibodies, like those
directed to the A-protein, a T-cell-independent (TI) mitogen,
which was suggested to induce the production of monoclonal
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subsequently, also complement, thus possibly compromising S.
aureus phagocytosis [73,74].
2.2.4. Alginate: cause or consequence of the ineffective
humoral response?
Despite the reports by Lang et al. suggesting that induction of
high affinity anti-LPS antibodies may help to prevent the P.
aeruginosa phenotypic switch, no additional study has corrobo-
rated this suggestion, as far as it is known. On the other hand, P.
aeruginosa alginate is well known to be a major component of the
P. aeruginosa biofilm, helping in its maturation, architecture and
stability, as well as helping to protect the bacteria against
phagocytosis and clearance from the lungs, by acting like an
oxygen-radical scavenger, and inducing damage in the surrounding
tissues [75,76]. The fact of many PMNs are found surrounding the
P. aeruginosa biofilms, but few or no PMNs are seen inside the
biofilm (Figs. 1 and 2) is in accordance with the protective activity
of alginate, as well as with the lytic action of P. aeruginosa
rhamnolipids on PMNs [61,77,78].
A pronounced antibody response against alginate is
produced by CF patients (Fig. 1) [79–81], but opsonic quality
has shown to be significantly declined in longitudinal analyses.
Patients who passed age 12 free of P. aeruginosa colonization
developed chronic P. aeruginosa lung infection later, suggest-
ing that naturally occurring antibodies do not protect CF
patients from mucoid P. aeruginosa infection, and opsonic
quality of serum antibodies deteriorates as infection becomes
established [82].
Alginate is a polysaccharide antigen, and similar carbohydrate
antigens are known to have poor immunogenicity due to the
T-cell-independent (TI) nature [83]. TI antigens induce an
immunological memory characterized by high avidity antibodies,
however they lack antibody production after new challenge with
the antigen [84]. It has been shown that alginate is not able to fix
complement and, therefore, cannot cause neutrophil chemotaxis by
itself, but has the ability to enhance neutrophil-mediated oxidative
burst [79]. One report [85] suggested that the opsonic activity of
specific anti-alginate antibodies against mucoid P. aeruginosa in
biofilms is related to their ability to deposit complement C3
fragments next to the bacterial surface, but sufficiently exposed so
they can bind to complement receptors on the phagocytes, since
alginate-specific opsonins were shown to deposit significantly
more C3 fragments on alginate than non-alginate-specific
opsonins. The authors still suggest that the alginate biofilm layer
prevent complement receptors on the phagocytes to bind C3
fragments deposited by non-alginate-specific antibodies on other
antigens, since biofilms treated with alginate lyase improved the
opsonic killing mediated by non-alginate-specific antibodies in 12
from 16 P. aeruginosa chronically infected patients.
Other reason for the difficulty to efficiently opsonize
alginate-producing P. aeruginosa may be the predominance of
the IgG2 response, since this IgG subclass responds to
polysaccharide antigens and has poor opsonic quality [86]. IgG
competition with IgA by the alginate epitope may also play a role,
since both serum and secretory IgA were shown to respond
specifically when directed against purified P. aeruginosa alginate[79,80,87]. IgA was suggested to block alginate opsonization by
IgG and, due to its poor opsonic capacity, to contribute to poor
phagocytosis [88]. Furthermore, we have shown that IgG avidity
against alginate does not significantly increase with the progress
of chronic infection, possibly playing a role in the difficulty to
mediate efficient phagocytosis against this antigen to clear P.
aeruginosa infection [89]. Previous studies [90,91] reported that
alginate-based vaccines elicited opsonic antibodies in human,
mice and rabbit even in the presence of preexisting non-opsonic
antibodies [91]. Antibodies elicited by two vaccines enhanced
deposition of complement onto mucoid P. aeruginosa cells and
mediated opsonic killing of heterologous P. aeruginosa strains
expressing different alginates [90]. However, no studies have so
far addressed avidity changes against alginates during the course
of infection.3. Concluding remarks
The findings of immune dysregulation have strongly contrib-
uted in understanding CF inflammation mechanisms and directed
researches of new therapeutic strategies for prevention and
treatment. Inflammatory responses are designed for acute
infection, aiming a fast clearance of the corresponding pathogen.
In a chronic infection scenario, like CF, with repeated exposure to
the pathogen, several and highly detrimental collateral damages
are worrisome. To date, treatment regimens have focused on
controlling the pro-inflammatory response in order to reduce the
NF-kB signaling and consequently the neutrophilic influx in the
airways. A therapeutic alternative would be to upregulate the
anti-inflammatory mechanisms, thus directing the immune
response to a protective phenotype. Therapies targeting the
molecular and submolecular mechanisms and of biofilm
formation will likely have a key role in clearing infection,
helping to halt the perpetual neutrophilic response.
The role of adaptive immune response also needs to be better
exploited, especially regarding to the humoral response. Despite
B-cells being directly activated by invading organisms, and CF
chronic lung infections recruiting an elevated and apparently not
effective antibody response, very few studies addressing antibody
function in CF were published in the last 20 years, and B-cell
features in CF has been reported only once, as far as it is known.
Therefore, this field remains mostly unknown. Such antibody
response is not inefficient by chance, and the underlying
mechanisms, such as avidity/affinity maturation, class switch,
memory formation and cytokine synthesis must be better
elucidated.
The discovery of new disease mechanisms and development
of new therapies can create windows of opportunity to reduce
the impact of inflammation, consequently reducing the decline
in lung function in CF.Conflict of interests
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Background and objectives: The mechanisms leading to low effectiveness of the humoral immune response against P. aeruginosa in cystic fibrosis
(CF) are poorly understood. The aim of the present study was to assess the avidity maturation of specific antipseudomonal IgG before and during
the development of chronic lung infection in a cohort of Danish CF patients.
Methods: Avidity maturation was assessed against a pooled P. aeruginosa antigen (St-Ag) and against P. aeruginosa alginate in 10 CF patients
who developed chronic lung infection and 10 patients who developed intermittent lung colonization, using an ELISA technique with the
thiocyanate elution method. Avidity was quantitatively determined by calculating the avidity Constant (Kav).
Results: IgG avidity to St-Ag significantly increased at the onset (Median Kav = 2.47) and one year after the onset of chronic infection (Median
Kav = 3.27), but did not significantly changed in patients who developed intermittent colonization. IgG avidity against alginate did not
significantly change over the years neither in patients who developed chronic lung infection (Median Kav = 3.84 at the onset of chronic infection),
nor in patients who developed intermittent colonization.
Conclusion: IgG avidity to P. aeruginosa alginate does not significantly enhance as chronic lung infection progresses. This probably plays a role in
the difficulty to mount an effective opsonophagocytic killing to clear mucoid P. aeruginosa infection in CF.
© 2017 Published by Elsevier B.V. on behalf of European Cystic Fibrosis Society.Keywords: Cystic fibrosis; Pseudomonas aeruginosa; Biofilm; Humoral response; IgG avidity; Chronic infection1. Introduction
The high response of specific anti-P. aeruginosa IgG
antibodies is a hallmark during chronic lung infection in CF
[1]. However, this response is not associated with clinical
improvement [2,3], but rather leads to formation of circulatingthor at: Rigshospitalet (Session 9301) - Juliane Maries
en, Capital Region, Denmark.
oiby@hoibyniels.dk (N. Høiby).
6/j.jcf.2017.09.004
ublished by Elsevier B.V. on behalf of European Cystic Fibrosimmune complexes, which are deposited in the lower airway
tissue, triggering tissue damage and long term deterioration of
lung function [4]. The mechanisms leading to low effectiveness
of the humoral immune response against P. aeruginosa are
poorly understood. A low opsonizing capacity of CF antibodies
have been evidenced and some reports point to their low avidity
[5–7]. Nevertheless, there is a gap of almost two decades
regarding to this subject and very few studies have addressed
the humoral mechanisms of the CF immune response since
then. Thus, the aim of the present study was to assess the
avidity maturation of specific antipseudomonal IgG before andis Society.
Table 1
Median IgG levels in U/mL and avidity values (expressed as Kav) against P.
aeruginosa St-Ag and alginate in CF patients who developed chronic lung
infection (values prospectively measured from two years before until two years
after the onset of chronic infection) and CF patients who developed intermittent
lung colonization (prospectively followed in parallel for five years).
History of P.
aeruginosa
colonization/infection
Measure Antigen P. aeruginosa
colonization/infection
status
Chronic
infection
Intermittent
colonization
−2 years/year 1 Median
[IgG] (U/mL)
St-Ag 17.2 ⁎ 7.1
ALG 6.7 8.8
Kav (mol/L KSCN) St-Ag 1.62 1.12
ALG 3.47 2.90
% Mucoid P.a. 25 None
−1 year/year 2 Median [IgG]
(U/mL)
St-Ag 17.2 ⁎ 7.0
ALG 13.4 ⁎ 8.5
Kav (mol/L KSCN) St-Ag 1.56 1.19
ALG 3.50 3.37
% Mucoid P.a. 20 None
Onset/year 3 Median [IgG]
(U/mL)
St-Ag 21.6 ⁎ 9.2
ALG 10.0 9.1
Kav (mol/L KSCN) St-Ag 2.80 ⁎ 1.17
ALG 3.84 3.17
% Mucoid P.a. 50 None
+1 year/year 4 Median [IgG]
(U/mL)
St-Ag 29.9 ⁎ 12.7
ALG 7.7 6.9
Kav (mol/L KSCN) St-Ag 3.27 ⁎ 1.41
ALG 2.87 2.80
% Mucoid P.a. 50 None
+2 years/year 5 Median [IgG]
(U/mL)
St-Ag 23.6 ⁎ 9.7
ALG 10.6 ⁎ 5.7
Kav (mol/L KSCN) St-Ag 3.52 1.37
ALG 3.11 2.28
% Mucoid P.a. 60 None
⁎ p b 0.05 when compared with the intermittently colonized group; P.a. =
Pseudomonas aeruginosa.
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cohort of Danish CF patients.
2. Methods
Serum samples from 20 Danish patients followed at the
Copenhagen CF reference center (Rigshospitalet, University of
Copenhagen) who developed P. aeruginosa chronic lung infection
(n = 10) were selected for measuring the avidity of specific
P. aeruginosa IgG to a pooled P. aeruginosa antigen (St-Ag) [8]
and to P. aeruginosa alginate, extracted from the mucoid
alginate-producing P. aeruginosa strain DK1-NH57388A (isolat-
ed from CF sputum) [9,10], from two years before until two years
after the onset of chronic lung infection. Chronic infection was
defined by following the Copenhagen criteria – P. aeruginosa
presence in the monthly microbiological respiratory culture for six
or more months and/or two precipitating antibodies against P.
aeruginosa [1,8]. For comparison purposes, a five-year prospective
assessment was made with results from patients who did not
develop chronic lung infection, but did develop intermittent lung
colonization [1,8] (n = 10). Chronically infected patients are
treated everyday by colistin inhalation; also, they are treated in
the CF center every three month with intravenous antibiotic
combinations (e.g. meropenem and tobramycin) and oral
azithromycin for two weeks (maintenance therapy). Intermittently
colonized patients are treated for P. aeruginosa eradication with
colistin inhalation and oral ciprofloxacin.
Serum IgG levels against P. aeruginosa St-Ag and alginate
were measured by an ELISA technique [10], and IgG avidity
was measured by and ELISA technique using the previously
described thiocyanate elution method [11], where the eluent
agent potassium thiocyanate (KSCN) was added to the
microtiter plate wells (after addition of the serum samples) at
increasing concentrations (from 0.75 to 6.0 mol/L). The plate
was then incubated before washing and addition of the
conjugate antibody. After washing and substrate addition, the
optical densities (ODs) were generated by an ELISA reader and
the data were fitted into a graphic of log10(OD) versus KSCN
molarity by linear regression analysis, and the avidity constant
(Kav) representing the molar concentration of KSCN required
to reduce the initial optical density (without KSCN) by 50%
was estimated.
The Wilcoxon test was used for comparison between two
related samples and the Mann-Whitney test was used for
comparison between two independent samples, respectively.
The statistical analyses were made using SPSS 20 for Windows
(IBM, Armonk, United States). A result was considered
statistically significant when the significance value was 5%
(p ≤ 0.05).
3. Results and discussion
Patients who developed P. aeruginosa chronic lung
infection [Median age = 18.5 years old (8.5–38.9), 07 females]
had significantly higher IgG levels against St-Ag in all periods,
when comparing to patients who developed intermittent
colonization. On the other hand, IgG levels against alginatewere significantly higher only one year before and two years
after the onset of chronic infection (Table 1). The Kav values
against St-Ag were low in the two years prior the onset of
chronic infection, with a significant increase during the onset,
and one year after, and apparently plateaued two years after the
onset of chronic infection (Table 1, Fig. 1a).
In patients who developed only intermittent lung coloniza-
tion [Median age = 14.0 years old (9.3–19.8), 07 females], IgG
levels against both St-Ag and alginate did not significantly
increase over the five years of follow-up, and the Kav pattern
against St-Ag was shown to be constant in the first three years
of follow-up, followed by a little but not significant increase in
the fourth year and by a plateau in the fifth year (Table 1, Fig.
1a). This is an important finding, since differentiation between
chronic infection and intermittent colonization remains a
dilemma in CF. Culture-based methods often fail to detect P.
aeruginosa in respiratory samples due to the lack of a
representative sputum specimen [12], and serological analyses
may show overlapping results of serum IgG concentrations
between chronically infected and intermittently colonized
patients [13]. Thus, an increase in IgG avidity may be
supportive for this differentiation. However, it is important to
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Fig. 1. Avidity of IgG antibodies against P. aeruginosa (a) St-Ag and (b) alginate in CF patients who acquired chronic lung infection and intermittent lung
colonization (⁎p b 0.05 within the sample; ǂp b 0.05 between the samples).
358 R.M. Mauch et al. / Journal of Cystic Fibrosis 17 (2018) 356–359
83remember that, since the St-Ag is a pool of 64 antigens of 17
different P. aeruginosa serotypes [8], these values represent an
average of 64 avidity constants. Ciofu et al. [7] found different
avidity patterns when testing the responses of antipseudomonal
antibodies to the chromosomal beta-lactamase (aβab) and to the
60–65 kDa heat shock ptotein (GroEL). Patients with good
lung function had significantly higher avidity against aβab than
those with poor lung function, which was not seen for
anti-GroEL antibodies. The authors attribute the results to a
possible difference in IgG subclasses against the two antigens.
Other report showed antibody affinity at least 100-fold lower in
CF patients who developed P. aeruginosa chronic infection,
when comparing with non-chronic CF patients and healthy
subjects who were immunized with P. aeruginosa LPS [14].
No significant changes in the median Kav values of
antipseudomonal IgG were seen against alginate neither in
patients who developed chronic lung infection nor in patients
who developed intermittent lung colonization. In the firstgroup, a non-significant increase in the median Kav against
alginate was seen at the onset of chronic infection, followed by
a decrease and by a plateau, one and two years after the onset of
chronic infection, respectively. In patients who developed
intermittent lung colonization, there was a non-significant
increase in the median Kav against alginate in the second year
of follow-up, accompanied by continuous but not significant
decreases after this period (Table 1, Fig. 1b). This raises the
question whether such low avidity is caused by alginate
production itself or by the lack of effectiveness of the humoral
response against this polysaccharide antigen during chronic
lung infection in CF. Alginate has been well established as a
major component of the pseudomonal biofilm, acting like a
shield against the neutrophilic response and sweeping oxygen
reactive species [15]. The alginate biofilm layer was suggested
to hinder complement receptors on phagocytes to bind C3
fragments deposited by non-specific alginate antibodies on
other antigens, thus impairing the opsonic killing of P.
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84aeruginosa [16]. Also, alginate is a poor immunogen, due to its
T-cell independent nature [17], and the opsonic quality of
serum antibodies against mucoid P. aeruginosa seems to
deteriorate as chronic lung infection becomes established [18].
On the other hand, studies comparing B-cell and antibody
function in CF and healthy individuals are very scarce, despite
the elevated IgG response during chronic P. aeruginosa
infection being well known. Our report shows that IgG avidity
against alginate does not significantly increase with the
progress of chronic infection, when the patient undergoes
continuous antigenic exposures, thereby possibly playing a role
in the difficulty to mount an effective response against this
antigen to clear P. aeruginosa infection. The opsonic capacity
of CF antibodies against alginate is currently being investigat-
ed. Further studies are needed concerning B-cell maturation and
antibody production as well as both pathological and therapeu-
tic roles of avidity maturation in CF patients.
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One sentence summary: A potential rapid, easy and feasible alternative for early diagnosis of Pseudomonas aeruginosa chronic lung infection in cystic
fibrosis.
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ABSTRACT
We assessed the diagnostic ability of an enzyme-linked immunosorbent assay test for measurement of specific secretory
IgA (sIgA) in saliva to identify cystic fibrosis (CF) patients with Pseudomonas aeruginosa chronic lung infection and
intermittent lung colonization. A total of 102 Brazilian CF patients and 53 healthy controls were included. Specific serum
IgG response was used as a surrogate to distinguish CF patients according to their P. aeruginosa colonization/infection
status. The rate of sIgA positivity was 87.1% in CF chronically infected patients (median value = 181.5 U/mL), 48.7% in
intermittently colonized patients (median value = 45.8 U/mL) and 21.8% in free of infection patients (median value = 22.1
U/mL). sIgA levels in saliva were significantly associated with serum P. aeruginosa IgG and microbiological culture results.
The sensitivity, specificity, PPV and NPV for differentiation between presence and absence of chronic lung infection were
87%, 63%, 51% and 92%, respectively. Measurement of sIgA in saliva may be used for screening patients in risk of developing
P. aeruginosa chronic lung infection in CF and possibly also for paranasal sinusitis, and, most importantly, to efficiently rule
out chronic P. aeruginosa lung infection.
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INTRODUCTION
Pseudomonas aeruginosa chronic lung infection in cystic fibrosis
(CF) is preceded by cycles of intermittent colonization, where
bacterial strains recovered from the lungs and paranasal sinuses
are genotypically and phenotypically similar in most cases, sug-
gesting the paranasal sinuses as a reservoir for subsequent
intermittent colonization and chronic infection of the lungs
(Aanaes 2013; Ciofu et al. 2013; Fothergill et al. 2014; Boutin et al.
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Table 1. Concentration of sIgA to P. aeruginosa (U/mL) in saliva of CF patients and healthy controls, and serum IgG levels in CF patients.
Pseudomonas aeruginosa
lung colonization/infection
status N
Median age
(range)
Median [sIgA] in
saliva in U/mL
(range)
% sIgA positivity (C.I
95%)
Median
serum IgG
(range)
% IgG
positivity∗
CF chronic infectiona 31 17.4 (6.5–30.0) 181.5 (7.6–719.4)∗ 87.1 (70.2–96.4)∗ 100.5
(29.2–321.6)
100
CF intermittent
colonizationb
39 7.9 (2.1–25.6) 45.8 (3.1–424.5)¤ ɤ 48.7 (32.4–65.22)¤ 15.3 (2.1–62.6) 7.7
CF free of infectionc 32 10.3 (2.7–29.8) 22.1 (5.2–223.1)¤ 21.9 (9.3–40.0)¤ 7.2 (2.8–26.5) 0
Healthy controls 53 10.4 (7.7–30.0) 7.7 (2.7–108.7) 7.5 (2.1–18.2) - -
a vs. bSensitivity = 87%, specificity = 51%, PPV = 59%, NPV = 83%.
a vs. b+csensitivity = 87%, specificity = 63%, PPV = 51%, NPV = 92%
CI 95%: confidence interval 95%.
∗p < 0.0001 when compared with all the other groups.
¤p < 0.01 when compared with the healthy controls.
ɤp = 0.124 when compared with the free of infection group.
p = 0.019 when compared with the free of infection group.
∗IgG was part of the diagnostic criteria for chronic infection (see Methods section).
2015). The major problem resides in the difficulty of sampling
a specimen from the paranasal sinuses, due to the invasive
procedures required for this approach, which may be painful,
expensive and time-consuming, thus not being routinely per-
formed in most CF centers (Dosanjh et al. 2000; Digoy et al. 2012;
Fischer et al. 2014). On the other hand, measuring the humoral
immune response in the upper airways may be a surrogate to
predict P. aeruginosa chronic lung infection. In contrast to the sys-
temic IgG inflammatory response in the lungs, a non-phlogistic
secretory IgA (sIgA)-mediated humoral response is observed in
the CF paranasal sinuses, which attenuates the infectious symp-
toms so that patients tend not to report sinusitis, despite hav-
ing sinusitis symptoms (Hansen et al. 2012). As a matter of fact,
Aanaes et al. (2013) found that sIgA levels in sinus secretion and
saliva from CF patients with P. aeruginosa chronic lung infection
and intermittent colonization were significantly higher when
compared with CF patients without P. aeruginosa infection.
In this study, we assessed the ability of an enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) test for measurement of specific
P. aeruginosa sIgA response in saliva to predict chronic infection
and intermittent colonization of the lungs in a cohort of Brazil-
ian CF patients.
METHODS
A cross-sectional analysis was made with 102 CF patients
[53 males, 49 females; median age = 10.4 years (range: 2.1–30.0)]
who attended the reference center of the Campinas University
Hospital (Hospital de Clı´nicas—HC Unicamp) and 53 healthy
controls [24 males, 29 females; median age = 10.4 years (range:
7.7–30.0)]. Each CF patient had a minimum of four microbiolog-
ical sputum/oropharyngeal (OP) swab culture results in the last
12 months prior to the study. Chronic infection definition relied
on these results, as well as on specific serum IgG levels mea-
sured by a previously standardized ELISA test (Mauch et al. 2014)
with modifications. The following subgroups were then defined:
chronic infection: Pseudomonas aeruginosa isolated in one or more
microbiological cultures in the last 12 months prior to the study
with IgG levels ≥28.2 U/mL; intermittent colonization: P. aeruginosa
isolated in one or more cultures in the last 12 months prior to
the study with IgG levels below 28.2 U/mL, or no isolation of P.
aeruginosa in the last 12 months but IgG levels ≥28.2 U/mL, and
free of colonization/infection: no isolation of P. aeruginosa in the last
12 months with IgG levels below 28.2 U/mL.
Saliva samples were collected with the Salivette R© cotton
swab (Sarstedt AG&Co, Nu¨mbrecht, Germany). The swab was
placed in the patient’smouth for threeminutes, and then placed
back to the Salivette tube, which was centrifuged for 15 min-
utes at 1500 rpm for obtainment of clear saliva. SIgA levels were
measured with an ELISA test, following the protocol proposed
by Aanaes et al. (2013) with minor modifications, and the re-
sults were expressed as units per mL (U/mL). A receiver oper-
ating characteristic (ROC) analysis was used to determine the
cut-off value by using ELISA results from CF patients chronically
infected with P. aeruginosa and healthy controls (based on the re-
sults of Aanaes et al. 2013, the chronically infected patients may
also have been colonized in the paranasal sinuses).
The Chi-square test was used to compare the rates of sIgA
positivity among CF patients and healthy controls simultane-
ously. The Kappa-Cohen analysis was used to test the con-
cordance between two different tests. The Mann-Whitney test
and the Kruskal-Wallis test were used for comparisons of sIgA
concentration between two groups and among more than two
groups, respectively. The Spearman test was used to search for
correlations. In all tests, a p-value ≤0.05 was considered statisti-
cally significant. The statistical analyses were made with SPSS R©
for Windows version 20 (IBM, New York, USA).
RESULTS AND DISCUSSION
Using the sIgA levels of chronically infected CF patients and
healthy controls in the ROC analysis, a value of 44.2 U/mL gave
the best sensitivity/specificity ratio. By applying the 6.7% in-
terassay coefficient of variation, a positive result was deter-
mined when the sIgA concentration was higher than 47.2 U/mL.
Chronically infected patients had both the significantly high-
est rate of sIgA positivity (87.1%) and sIgA levels in saliva
(181.5 U/mL) (Table 1); thus, for this group, the sIgA response
seems to well reflect the bacterial presence in the lungs with
systemic IgG response to infection (Fig. 1). This was also shown
in a global analysis, where we found a significant correlation be-
tween sIgA and serum IgG levels (r = 0.595, p < 0.0001) and a sig-
nificant concordance between sIgA and serum IgG positivity (κ
= 0.462, p < 0.0001).
The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV) of the sIgA ELISA test
to distinguish chronic lung infection from intermittent lung
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Figure 1. Comparison between P. aeruginosa sIgA levels in saliva serum IgG levels in CF patients separated by their P. aeruginosa lung colonization/infection status:
(a) chronic infection, (b) intermittent colonization and (c) free of infection. The vertical dotted line corresponds to the cut-off value for serum IgG (28.2 U/mL) and the
horizontal dotted line corresponds to the cut-off value for sIgA in saliva (47.2 U/mL).
colonization were 87%, 51%, 59% and 83%, respectively. The
specificity and PPV values are low, since 48.7% of the inter-
mittently colonized patients had positive sIgA results (Table 1,
Fig. 1), which, however, does not necessarily mean false positive
results, but does indicate that this group was probably exposed
to Pseudomonas aeruginosa in the upper airways (Aanaes 2013;
Aanaes et al. 2013), thereby forming a transition group for devel-
opment of chronic lung infection, especially those with positive
specific serum IgG levels, since such levels are good predictors
of P. aeruginosa chronic lung infection in CF, even in the absence
of positive cultures (Pressler et al. 2006; Mauch and Levy 2014). A
careful monitoring for changes in microbiological culture and
serum IgG results would be very important for this group of
patients, which is reinforced by the significantly higher preva-
lence of sIgA positivitywhen comparedwith the free of infection
group (48.7 × 21.9%, p = 0.019), although the sIgA levels were not
significantly higher (Fig. 1, Table 1). On the other hand, chroni-
cally infected patients with negative sIgA levels were probably
not exposed to P. aeruginosa in the upper airways, but in their
conductive and respiratory lower airways only (Worlitzsch et al.
2002; Bjarnsholt et al. 2009; Kragh et al. 2014).
When comparing the chronically infected group with the in-
termittently colonized and free of infection groups together, i.e.
presence and absence of P. aeruginosa chronic lung infection, the
sensitivity, specificity, PPV and NPV values were 87%, 63%, 51%
and 92%, respectively (Table 1). Our findings corroborate previ-
ous culture-based analyses (Mainz et al. 2009), which showed
an 88-fold higher likelihood to identify P. aeruginosa in the si-
nuses of patients with positive microbiological sputum/OP cul-
ture, compared to patients with negative culture. Although spu-
tum culture is currently the reference method for diagnosis of P.
aeruginosa lung infection, only about 35%–40% of the CF patients
is able to expectorate a representative sputum sample (Ramsey
et al. 1991; Sagel et al. 2001) and OP swabs have been shown to
poorly reflect the lung microbiota (Goddard et al. 2012). There-
fore, sIgA measurement in saliva may be very useful to comple-
ment microbiological culture results in the CF diagnostic rou-
tine, by ruling out chronic lung infection, especially in younger
patients who are not able to provide sputum samples.
In the very first report of sIgA as a diagnostic tool for detec-
tion of P. aeruginosa in the upper airways, Aanaes et al. (2013)
found high sIgA levels against two P. aeruginosa antigens (St-
Ag and alginate) in nasal secretions and saliva of both chron-
ically infected and intermittently colonized CF patients, with
significant difference when compared with uninfected patients.
When the cutoff values for the sIgA response against these two
antigenswere combined, intermittent colonization could be dis-
criminated from the absence of colonization/infection with the
following values of sensitivity, specificity, PPV and NPV: 96%,
81%, 79% and 96% (for nasal secretion) and 72%, 74%, 87% and
52% (for saliva). For clinical use, however, Aanaes’ combined
method is rather complicated and dependent on the presence
of an otolaryngologist doctor in the CF clinic. Our method for
obtaining saliva can be easily used by any physician and nurse
or even by the patient or parents, and the sIgA ELISA test can be
easily established in any laboratory.
Overall, we present a new and not invasive samplingmethod,
which allows the obtainment of a higher and clearer amount of
saliva, thus beingmore reliable for an ELISA test. The results de-
scribed herein show that a considerable rate of CF patients have
anti-P. aeruginosa sIgA response in saliva, even not having posi-
tive P. aeruginosa cultures in lower airway specimen. Therefore,
sIgA measurement in saliva may be clinically useful for screen-
ing patients in risk of chronic P. aeruginosa lung infection and
possibly also to search for paranasal infection.Most importantly,
low sIgA response can be used to rule out chronic P. aeruginosa
lung infection with a 92% probability. A longitudinal follow-up
assessing changes in culture, serum IgG and sIgA findings is cur-
rently being carried out so better results may be achieved.
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ABSTRACT 
Pseudomonas aeruginosa (Pa) detection in the cystic fibrosis (CF) paranasal sinuses may 
help to prevent or postpone bacterial aspiration to the lower airways (LAW) and chronic 
lung infection. We assessed the ability of an ELISA test for measurement of specific Pa 
secretory IgA (sIgA) in saliva (a potential marker of Pa presence in the sinuses) to early 
detect changes in the Pa LAW status (indicated by microbiological sputum or cough swab 
culture and specific serum IgG levels) of 65 patients for 3 years, in different investigation 
scenarios. Increased sIgA levels were detected in saliva up to 22 months before changes in 
culture/serology. Patients who remained Pa-positive had significantly increased sIgA levels 
when compared to patients who remained Pa-negative, both at the baseline (39.6 U/mL vs. 
19.2 U/mL; p = 0.02) and at the end of the follow-up (119.4 U/mL vs. 25.2 U/mL; p < 
0.001). No association was found between sIgA levels in saliva and emergence or 
recurrence of Pa in the LAW. A positive median sIgA result in the first year of follow-up 
implied up to 12-fold increased risk of subsequent Pa exposure in the LAW. Our test 
proved able to detect early changes in the P. aeruginosa LAW status, risk of exposure to P. 
aeruginosa in the LAW with two years in advance, and can potentially identify patients in 
need of investigation of sinus colonization and offer opportunities of Pa eradication before 
its aspiration to the lungs. 
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INTRODUCTION 
Early diagnosis of Pseudomonas aeruginosa chronic lung infection remains 
challenging in the clinical routine of cystic fibrosis (CF). Microbiological respiratory 
culture is the reference diagnostic method, but limitations exist as only 35-40% of the 
patients are able to spontaneously expectorate a representative sputum sample [1,2], and the 
utility of cough swabs as an alternative for surveillance is controversial since they can 
underestimate the bacterial presence in the lungs [3]. Serology for detection of specific P. 
aeruginosa IgG as a surrogate has been long discussed and proved useful for screening 
patients with chronic lung infection and at risk of developing thereof [4,5]. However, the 
potential of serology for early detection of P. aeruginosa infection is a matter of debate [6], 
and the humoral response may rise when a mucoid biofilm-producing P. aeruginosa strain 
is already well-established in the CF lungs [7].  
The recent “unified airways” hypothesis suggest the upper airways (UAW), namely 
the paranasal sinuses, as the first niche and main reservoir of P. aeruginosa strains causing 
intermittent colonization even after a certain period of antibiotic eradication therapy, and 
detecting the bacterial presence in the UAW might prevent or postpone their aspiration to 
the lower airways (LAW), where they ultimately lead to chronic lung infection [8–10]. 
Nevertheless, sampling the paranasal sinuses with sinus aspiration (the reference method) 
can be invasive, time-consuming, painful and expensive [9], therefore unfeasible in the 
clinical routine of most CF centres. Antibody-based Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA) techniques for measurement of the secretory IgA (sIgA)-mediated immune 
response in nasal lavage and saliva have been tested for diagnostic purposes as they can 
reflect the local immune response in the sinus mucosa, and proved potentially useful for 
differentiation among P. aeruginosa chronic infection, intermittent colonization and 
absence of infection in the lungs [11], as well as for ruling out chronic lung infection [12]. 
In the present study, we assessed the usefulness of a previously standardized ELISA 
test for measurement of specific P. aeruginosa sIgA in saliva [12] for early detection of 
changes in the P. aeruginosa colonization/infection status in the lungs, which were 
indicated by changes in microbiological culture and serum IgG results, in a three-year 
longitudinal follow-up. 
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METHODS 
The study took place in the CF Reference Centre of the University of Campinas 
Teaching Hospital (Hospital de Clínicas – HC Unicamp) and enrolled 65 patients with 
confirmed CF diagnosis [13] without chronic P. aeruginosa lung infection. Definition of  
the P. aeruginosa lung colonization/infection status relied on modified Leeds criteria 
[12,14]: never colonized (no history of P. aeruginosa in microbiological culture with 
negative screening  serum IgG result), free of infection (history of P. aeruginosa in 
microbiological culture, but not in the last 12 months prior the study, with negative serum 
IgG), intermittent colonization (P. aeruginosa isolated in <50% of the cultures in the last 
12 months with negative serum IgG, or no isolation of P. aeruginosa with positive serum 
IgG) and chronic infection (P. aeruginosa isolated in <50% of the cultures in the last 12 
months with positive serum IgG, or P. aeruginosa isolated in ≥50% of the cultures in the 
last 12 months regardless of the screening IgG) result. Microbiological P. aeruginosa 
detection was performed by sputum or cough swab culture, and identification was 
performed both manually [15] and by automated methods, using the BD Phoenix™ System 
(Becton-Dickinson). Specific P. aeruginosa IgG levels were measured by a previously 
described ELISA test, and a serum IgG result was considered positive when the value was 
≥28.0 U/mL (units per mililiter). Measurement of sIgA concentration in saliva was also 
performed by ELISA, and a result was considered positive when the value was ≥47.0 
U/mL. Both tests used a pooled P. aeruginosa antigen – St-Ag (Statens Seruminstitut, 
Copenhagen, Denmark) [12,16].   
After screening, patients were seen on a quarterly basis for three years and 
monitored for changes in the P. aeruginosa LAW status and in the sIgA levels in saliva, 
which were measured at least once per year. A change in the P. aeruginosa status was 
considered upon conversion in either microbiology or serology results. Changes in the sIgA 
levels were analysed in different scenarios, according to their P. aeruginosa LAW status at 
the end of the follow-up. First, patients were divided into three groups: Patients who 
remained P. aeruginosa negative, i.e., never colonized or free of P. aeruginosa LAW 
colonization/infection (Pa(neg)); patients whose P. aeruginosa LAW status were positive 
(intermittent colonization) at the baseline but became negative at the end of the follow-up 
(Pa(Pos-Neg)), and patients who became or kept P. aeruginosa-positive (Pa(Pos)), i.e. 
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intermittently colonized or chronically infected. In a second scenario, patients who 
kept/became P. aeruginosa negative were evaluated for changes in the sIgA levels 
according to isolated episodes of P. aeruginosa LAW colonization during the study, being 
divided into two groups: those who had at least one positive result for P. aeruginosa culture 
or serum IgG during the follow-up and those who did not have any positive result 
indicating novel or recurrent colonization. In a third scenario, patients were grouped 
according to their history of P. aeruginosa LAW exposure. In this case, patients who were 
free of infection and intermittently colonized were grouped together as having history of P. 
aeruginosa exposure, and patients with no microbiological or serological history of P. 
aeruginosa were classified as not having history of P. aeruginosa exposure. Status was 
changed from not exposed to exposed upon at least one conversion in microbiological 
culture or serology during the follow-up. 
Statistical analyses 
Baseline sIgA levels were compared according to the baseline P. aeruginosa status 
(never colonized, free of infection and intermittent colonization), and according to the P. 
aeruginosa-related outcome in the different aforementioned scenarios, using the non-
parametric Mann-Whitney U test (for two independent samples) and with the one-way 
Kruskal-Wallis H test (for more than two independent samples). Variations in the sIgA 
levels within each group were assessed with the non-parametric Wilcoxon test (for two 
different periods) and with the Friedman test (for more than two different periods). Risk 
analyses were calculated by odds-ratio (OR). 
RESULTS 
Out of 65 enrolled patients, 31 were male and 34 were female; median age was 4.5 
years old (0.4 – 18.7). Twenty-eight patients were intermittently colonized, 20 were free of 
infection and 17 were never colonized with P. aeruginosa (Table 1). Both median baseline 
sIgA levels in saliva and rate of sIgA positivity were significantly higher in patients who 
were free of infection (37.1 U/mL; p = 0.014 and 35%; p = 0.007) and with intermittent 
colonization (27.1 U/mL; p = 0.03 and 46%; p = 0.001) when compared to the never 
colonized group, which did not show sIgA positivity (Table 1). 
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During the study, five patients who were free of infection at the baseline changed 
the P. aeruginosa LAW status to intermittent colonization, one changed to chronic 
infection, and 13 remained free of infection. Episodes of recurrent colonization were seen 
in 54% of the latter. The rate of sIgA positivity in this group at the end of the follow-up was 
60%, and all patients who were sIgA-positive at the baseline kept positive sIgA levels until 
the end of the study. Eight patients who were never colonized developed P. aeruginosa 
colonization during the follow-up, and three of them were intermittently colonized at the 
end of the follow-up, where the rate of sIgA positivity was 41.2%. Seven patients from the 
intermittently colonized group maintained this status, two developed chronic lung infection, 
and 19 became free of infection. The rate of sIgA positivity at the end of the follow-up was 
64.3% (Figure 1).  
First scenario: sIgA levels in saliva according to changes in the P. aeruginosa LAW 
status  
After three years of follow-up, microbiological respiratory culture and serum IgG 
results indicated 27 patients who remained P. aeruginosa-negative (Pa(neg)), 19 who were 
P. aeruginosa-positive and became P. aeruginosa-negative (Pa(pos-neg)), and 19 who
remained or became P. aeruginosa-positive (Pa(pos)). Median baseline sIgA levels in saliva
were 19.2 U/mL (2.8 – 155.1), 25.4 U/mL (3.2 – 424.5) and 39.6 U/mL (3.7 – 223.1),
respectively. Statistical significance was found between the Pa(pos) and Pa(neg) groups (p =
0.02). In the last year of follow-up, all median sIgA levels significantly increased within the
Pa(pos) and Pa(neg) groups, compared with the baseline levels. Median values (range; p
value) were 25.2 U/mL (10.1 – 420.8; p = 0.003), 51.3 U/mL (16.7 – 285.1; p = 0.07) and
119.4 U/mL (15.6 – 655.8; p = 0.01) in the Pa(neg), Pa(pos-neg) and Pa(pos) groups,
respectively. Comparisons between groups showed significantly higher sIgA levels in the
Pa(pos) group (p = 0.005) (Figure 2).
Second scenario: change in the sIgA levels according to novel or recurrent LAW 
colonization with P. aeruginosa  
Among patients from the Pa(neg) and Pa(pos-neg) groups (n = 46), 22 had at least one 
novel or recurrent episode of LAW colonization during the follow-up. Median sIgA levels 
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in these patients were elevated in all study periods when compared to patients without 
novel or recurrent colonization; however, statistical significance was reached only in the 
first year of follow-up. Within both groups, median sIgA levels were significantly increased 
in the last year in relation to the baseline levels (Table 2).  
Out of the patients who were P. aeruginosa-negative at the baseline, 20 converted 
their sIgA levels and maintained them positive until the end of the follow-up; 15 of these 
had novel/recurrent colonization or ended the study as P. aeruginosa-positive. In 10 of 
these patients, the sIgA test was able to detect P. aeruginosa before (n = 8) or 
simultaneously (n = 2) to changes in microbiological respiratory culture or serum IgG 
results, with a mean interval of 9.5 months (0 – 22.1). In five patients, sIgA response in 
saliva rose after detection by culture/IgG, with a mean interval of 6.4 months (3 – 14). 
Other five patients maintained positive sIgA levels in saliva without converting culture or 
IgG results until the end of the follow-up.   
Third scenario: Changes in the sIgA levels in saliva according to the history of P. 
aeruginosa exposure in the LAW 
In this scenario, 48 and 17 patients were classified as having and not having history 
of P. aeruginosa LAW exposure at the baseline, respectively. During the follow-up, eight 
patients were exposed to P. aeruginosa, irrespective of their P. aeruginosa-related outcome 
at the end of the follow-up. Both sIgA levels and rate of sIgA positivity were significantly 
higher in patients who had P. aeruginosa exposure in all study periods, except in the 
second year (Table 3, Figure 3). A positive median sIgA result in the first year of follow-
up implied significantly increased risks of P. aeruginosa exposure both in the second (OR 
= 12.5; CI95: 1.5 – 104.6) and in the third year of follow-up (OR = 9.2; CI95: 1.1 – 78.8). 
DISCUSSION 
Chronic bacterial sinusitis affects most CF patients and P. aeruginosa is commonly 
isolated in cultures of sinus secretion [17–19]. However, the impact in life quality seems to 
be low and sinus symptoms tend to be underreported by CF patients [20–22]. The high 
sIgA/IgG ratio in the paranasal sinuses is likely to be the main reason for this, given the low 
inflammatory response triggered by sIgA upon the encounter with the pathogen in the sinus 
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mucosa [9,23]. P. aeruginosa-specific sIgA is detectable in saliva [11,12] and ELISA-
based tests may be useful to identify foci of P. aeruginosa colonization in the CF paranasal 
sinuses and the risk of downward lung colonization as sinus secretions are indeed aspirated 
to the lungs [24]. Thus, we aimed to assess the ability of our sIgA ELISA test to early 
detect P. aeruginosa emergence in the LAW. To better separate the patients according to 
their P. aeruginosa LAW status, given the low number of microbiological cultures annually 
performed at our centre, our classification criteria relied on both microbiological culture 
and specific serum IgG to P. aeruginosa, where one test complements the other. 
Elevated P. aeruginosa-specific sIgA levels in saliva samples from 36% of patients 
free of infection (Table 1) are not unexpected since these patients had at least one previous 
exposure to P. aeruginosa, and, even with bacterial eradication in the LAW, the sIgA 
response in saliva may indicate memory production [25,26] or most likely persistent focus 
of sinus colonization. This is most evident with the maintenance of positive sIgA levels in 
this specific group alongside to their considerable rate of P. aeruginosa recurrence in the 
LAW during the study. Initially, the test also proved able to rule out any current or past 
LAW exposure to P. aeruginosa as no sIgA positivity was seen in the never colonized 
group. However, at the end of the follow-up, 33% of the patients who maintained this status 
showed positive sIgA levels (Figure 1, Table 3). 
Concerning clinical outcomes, the use of different investigation scenarios provided 
us a clearer assessment of the test’s usefulness. We firstly hypothesized that patients from 
the Pa(pos) group would have significantly higher sIgA levels in saliva than patients from 
the Pa(neg) group both at the baseline and in the last year of follow-up, which was confirmed 
(Figure 2). Absence of statistical difference between the Pa(pos) and Pa(pos-neg) was not 
considered a surprise and is in accordance with recent microbiological findings of CF 
patients who underwent lung transplant. A significant correlation was found between 
pretransplant sinus cultures and posttransplant BAL cultures. Out of 21 patients with P. 
aeruginosa-positive sinus culture, 19 had positive BAL culture [27]. Other study [28] 
demonstrated that 42% of the patients had the same colonizing pathogens of pretransplant 
LAW cultures recovered in nasal lavage cultures after transplant. These results support the 
possible role of the paranasal sinuses as a niche for downward colonization or 
recolonization of the LAW. 
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Interestingly, there was no significant difference in the sIgA levels in saliva between 
the Pa(neg) e Pa(pos-neg) groups. We hypothesized that this could be explained by isolated 
episodes of novel of recurrent LAW colonization during the study in both groups, which 
led us to the second investigation scenario. Nevertheless, despite the significantly elevated 
median sIgA levels in the first year of follow-up in patients who had P. aeruginosa 
recurrence, no significant associations were found between such levels and recurrent 
colonization, given the considerable percentage of patients from the Pa(neg) group with 
positive sIgA at the end of the follow-up (Table 2). Corroborating what was speculated in 
our cross-sectional analysis [12], these results strongly suggest that patients from the Pa(neg) 
form a group of risk for development of P. aeruginosa LAW colonization. This hypothesis 
was confirmed in our third investigation scenario, where a positive median sIgA result in 
the first year of follow-up entailed 12- and 9-fold increased risks of exposure to P. 
aeruginosa in the LAW one and two years later, respectively. In this case, it is worth 
mentioning that despite the absence of positive results of culture and/or serum IgG, patients 
who are free of LAW infection are not free of P. aeruginosa exposure as they probably 
have established immune memory to the bacteria due to previous episodes of colonization 
or infection, although no studies assessing memory formation in CF lung infections have 
been carried out so far. This is why, in this specific scenario, this group of patients were 
placed together with intermittently colonized patients, who are also exposed to the bacteria. 
In most patients who became P. aeruginosa-positive or had novel or recurrent 
colonization during the study, the sIgA response was detected in saliva before or 
simultaneously to culture/serum IgG. However, there were cases in whom the pathogen was 
firstly detected in the LAW and more than 25% of the patients ended the follow-up as P. 
aeruginosa-positive without positive sIgA levels in saliva. In these patients, the 
recolonization source may be the conducting airways of the lungs, where P. aeruginosa is 
not eradicated by antibiotic therapy, grows slowly in biofilm aggregates or in microcolonies 
due to the lower oxygen concentration, followed by an inflammatory response activated in 
a lesser degree [29–31]. Such discrepancies were also found in microbiology-based studies, 
and the sampling method seems to play a role as less invasive methods like nasal lavage 
may not well represent all the paranasal sinuses [32]. In fact, the agreement between P. 
aeruginosa presence in the UAW and LAW seems to vary from 19 to 55%, depending on  
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the sampling method [18,33,34]. Yet, a single specific sinus may not capture bacteria 
located in other sinuses [35]. Likewise, it is not possible to categorically state that the P. 
aeruginosa presence in a given sinus can elicit a sIgA-mediated response detectable in 
saliva. On the other hand, the rates of genotypic compatibility of samples recovered from 
the upper and lower airways are high [18,19,36]. In brief, this suggest that the paranasal 
sinuses do act like bacterial reservoirs, but they are not the only ones. 
This is the first study in the American continent to assess the usefulness of an 
ELISA test for detection of P. aeruginosa specific sIgA in saliva. Naturally there are 
limitations. First, this is a single centre study with a low number of patients and samples, 
which hampers more robust statistical analyses. Second, the study lacks comparison of the 
sIgA response in saliva with a microbiological assessment of the paranasal sinuses since 
such approach is not routinely performed in our CF centre. Third, the low number of 
patients who developed chronic infection prevented the assessment of the test’s ability to 
early detect the onset of P. aeruginosa chronic LAW infection, which we aim to evaluate in 
a larger follow-up. Overall, the results show an easy, feasible and rapid test, which, in a 
short period, proved able to early detect changes in the P. aeruginosa LAW status and risk 
of P. aeruginosa exposure in the LAW with two years in advance. We therefore 
corroborate the unified airways hypothesis and, given the difficulties of sampling the 
paranasal sinuses, our ELISA test can potentially identify patients in need of investigation 
of P. aeruginosa sinus colonization, which may open a window of opportunity to eradicate 
the bacteria in this compartment before their aspiration to the lungs.  
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Figure 1. CF patients enrolled in the study classified according to their baseline P. aeruginosa LAW 
status. Outcomes and sIgA positivity at the end of the follow-up (*54% of the patients in this group had 
P. aeruginosa recurrence during the follow-up).
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Figure 2. Distribution of the median sIgA levels in saliva in the baseline and in the three 
years of follow-up, according to changes in the P. aeruginosa status (indicated by changes 
in microbiological culture and serum IgG results). 
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Figure 3. Distribution of the median sIgA levels in saliva at the baseline and in the 
three years of follow-up according to the history of P. aeruginosa exposure of the 
patients during the study. 
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Table 1. Patients enrolled in the study. Gender, age, P. aeruginosa status, median baseline sIgA 
levels in saliva and percentage of sIgA positivity. 
P. aeruginosa status
Intermittent 
colonization Free of infection Never colonized p-value²
N 28 20 17 - 
Gender (M/F) 12/16 10/10 9/8 - 
Median age (range) 3.2 (0.4 - 14.1) 6.6 (0.7 - 18.7) 4.3 (0.4 - 16.3) - 
Median [serum IgG]¹ 11.0 (1.7 - 145.0) 7.2 (2.5 - 22.9) 6.2 (3.3 - 17.1) 0.284 
Median [sIgA]¹ 27.1 (3.2 - 424.5) 33.7 (3.1 - 223.1) 15.0 (2.8 - 44.2) 0.037 
% sIgA positivity 46.0 35.0 0.0 0.004 
1. Given in units per mL (U/mL); 2. One-way Kruskal-Wallis H test
Table 2. Changes in the sIgA levels in saliva according to development of novel or recurrent 
P. aeruginosa colonization in the LAW during the follow-up (indicated by changes in
microbiological respiratory culture and/or serum IgG results).
P. aeruginosa recurrence Yes No p-value²
Median [sIgA] baseline 24.2 (2.8 - 223.1) 21.3 (3.1 - 424.5) 0.260 
Median [sIgA] Year 1 55.0 (6.9 - 337.8) 21.9 (6.6 - 277) 0.011 
Median [sIgA] Year 2 96.7 (11.0 - 708.0) 40.8 (14.0 - 607.0) 0.269 
Median [sIgA] Year 3 73.0 (10.1 - 655.8) 28.1 (11.0 - 285.0) 0.116 
p-value¹ 0.002 < 0.001 
1. Friedman test; 2. Mann-Whitney U test
Table 3. Changes in the sIgA levels in saliva and in the percentage of sIgA positivity according 
to the patients’ history of P. aeruginosa exposure during the follow-up. 
History of P. aeruginosa exposure Exposed Not exposed p-value*
Baseline 
N 48 17 - 
% sIgA positivity 41.7 0 < 0. 001 
Median [sIgA] (U/mL) 31.1 (3.1 - 424.5) 15.0 (2.8 - 44.2) 0.005 
Year 1 
N 49 16 - 
% sIgA positivity 59.2 12.5 0.001 
Median [sIgA] (U/mL) 59.1 (6.6 - 337.8) 20.7 (7.5 - 92.2) 0.002 
Year 2 
N 54 11 - 
% sIgA positivity 55.6 45.5 0.54 
Median [sIgA] (U/mL) 68.0 (10.8 - 707.6) 41.4 (18.3 - 306.2) 0.374 
Year 3 
N 56 9 - 
% sIgA positivity 60.7 33.3 0.124 
Median [sIgA] (U/mL) 66.7 (10.1 - 655.8) 24.4 (16.0 - 110.4) 0.041 
* Mann-Whitney U test (1-tailed)
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7. DISCUSSÃO GERAL
Por mais que estudos baseados em microbioma tenham revelado uma vasta gama 
de microrganismos emergentes e potencialmente patogênicos para o paciente com FC 
[281,282], a P. aeruginosa ainda se mantém como o patógeno pulmonar mais 
preocupante para essa população de pacientes [4,5]. A fase crônica da infecção pulmonar 
por P. aeruginosa é caracterizada por uma alta resposta de anticorpos, onde células B são 
estimuladas e o ambiente das vias aéreas é capaz de suportar a produção de células B 
[283]. Entretanto, apesar da intensidade, a resposta humoral não é protetora para o 
hospedeiro, mas está associada com pior quadro clínico e com maior dano pulmonar 
estrutural [257]. Isso nos levou a investigar a qualidade dessa resposta de anticorpos 
(Papers 1 e 2). Em análise prospectiva de cinco anos, mostramos que a avidez de IgG 
sérica contra um pool de antígenos de P. aeruginosa (St-Ag) aumentou significativamente 
no ano do estabelecimento da infecção pulmonar crônica e no ano seguinte ao 
estabelecimento da mesma. Tal aumento não ocorreu em pacientes que não 
desenvolveram infecção crônica mas mantiveram colonização intermitente (Paper 2). 
Trata-se de um achado importante, já que a diferenciação entre colonização pulmonar 
intermitente e infecção pulmonar crônica ainda é um dilema na rotina clínica da FC, até 
mesmo com a utilização de métodos sorológicos, nos quais a sobreposição de níveis de 
anticorpos entre esses dois grupos de pacientes é frequente [262,284,285]. Assim, o 
acréscimo do teste de avidez na sorologia baseada no St-Ag mostra-se potencialmente útil 
para esses grupos específicos, podendo fornecer um marcador para sua diferenciação 
definitiva, o que pode ter impacto na tomada de condutas específicas para cada perfil.  
No entanto, vale destacar que o St-Ag é um pool de antígenos, e, os valores de 
avidez aqui relatados contra o mesmo compõem uma média dos valores de avidez contra 
os 64 antígenos desse pool, onde determinados antígenos provavelmente despertam 
anticorpos com maior força de interação e outros despertam anticorpos com menor força 
de interação. Levando isso em conta, não é possível afirmar categoricamente que os 
anticorpos anti-P. aeruginosa produzidos durante a infecção crônica, possuem, de fato, 
um progresso normal da maturação de avidez. Ademais, durante a infecção crônica, há 
uma superprodução de alginato pela P. aeruginosa [286], tornando esse o antígeno 
dominante nessa fase da infecção. Quando a avidez contra o alginato foi avaliada (Paper 
2), não houve aumento significativo da mesma em pacientes que desenvolveram infecção 
crônica, tampouco em pacientes que desenvolveram colonização intermitente. Esse 
achado é intrigante, principalmente pelo fato de o paciente ser repetidamente exposto ao 
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antígeno, o que, em teoria, deveria levar ao desenvolvimento de anticorpos com alta 
avidez. Por outro lado, o alginato é um antígeno polissacarídico [287] e a resposta 
humoral contra antígenos polissacarídicos ocorre de maneira timo-independente (TI), ou 
seja, o reconhecimento do antígeno pelas células B não demanda um sinal emitido por 
célula T. Esse tipo de resposta ocorre mais rápido do que as respostas timo-dependentes 
(TD), o que é fundamental para evitar que infecções do sangue evoluam para infecções 
que causem risco de vida, por exemplo. No caso do alginato, a resposta é classificada 
como TI tipo-2 (TI-2). Enquanto na resposta a antígenos TI-1, um segundo sinal é emitido 
via TLR na célula B após a estimulação do BCR, a resposta a antígenos TI-2 ocorre 
extensivamente por meio de ligações cruzadas dos BCRs, emitindo, assim, um sinal 
prolongado e persistente para a célula B, via proteína quinase Btk. Respostas TI-2 
tipicamente despertam respostas extrafoliculares de anticorpos potentes, sem formação 
de memória e formação não produtivas de centros germinais [288]. Além disso, o papel 
protetor do alginato contra o sistema imune é bem documentado, já que poucos ou 
nenhum neutrófilo é visto dentro dos biofilmes [82] e o alginato pode atuar como um 
varredor de ROS [289]. Nesse cenário, há uma clara tendência de o alginato ser a causa 
maior das aparentes falhas na resposta imune humoral da FC. Entretanto, quando 
mucoides de P. aeruginosa são opsonizadas com amostras de soro de pacientes com FC 
colonizados ou infectados por P. aeruginosa, tanto a atividade de fagócitos quanto o 
killing bacteriano estão significativamente reduzidos, em comparação com a opsonização 
com soro de pacientes não colonizados/infectados e de indivíduos saudáveis vacinados 
com o alginato [290]. Também foi relatado que a qualidade opsônica de amostras de soro 
de pacientes com FC deteriora à medida em que a infecção progride [291]. Nesse cenário, 
a conversão para cepa mucoide produtora de alginato (e, consequentemente, biofilme) 
pode ser uma consequência da resposta imune humoral falha contra a bactéria. A falta de 
estudos investigando a cinética e dinâmica da produção de células B, bem como a 
funcionalidade dos anticorpos produzidos contra a P. aeruginosa na FC dificulta entender 
todo esse cenário com maior clareza. De fato, o relato do Paper 2 é apenas o segundo 
estudo nessa linha nos últimos 20 anos, e o primeiro em 18 anos. É evidente, portanto, 
que esse campo de estudo necessita ser melhor explorado.  
Todo o arsenal de mecanismos da P. aeruginosa para evadir a resposta imune do 
hospedeiro, bem como a resposta hiperinflamatória ineficiente que acompanha a infecção 
mostra que essa bactéria, não por acaso, persiste como a principal causa de morbidade e 
mortalidade na FC. Logo, a detecção precoce da infecção se mostra essencial, afim de 
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possibilitar seu melhor tratamento, seja para sua erradicação ou para o adiamento do 
estabelecimento da infecção crônica. No entanto, a detecção precoce da P. aeruginosa 
ainda é um dilema na FC, seja pelos já mencionados problemas envolvendo o crescimento 
de cepas de P. aeruginosa em cultura ou pelas limitações encontradas na amostragem de 
espécimes respiratórios [239-245]. Métodos baseados em sorologia mostram potencial 
para detecção precoce da bactéria e para a detecção de pacientes em risco de desenvolver 
a infecção pulmonar crônica [218]; porém poucos centros de referência em FC deram 
continuidade ao seu uso, tornando difícil avaliar sua real utilidade na rotina diagnóstica. 
Além disso, lacunas existem, na sorologia, quando se trata de classificar pacientes sem 
infecção crônica, mas com colonização intermitente por P. aeruginosa, uma vez que os 
níveis de anticorpos nesses últimos se sobrepõem tanto com os de pacientes com infecção 
crônica quanto com os de pacientes não infectados por P. aeruginosa [262]. Nesse 
cenário, sugerimos uma classificação de pacientes em diferentes perfis de 
colonização/infecção por P. aeruginosa combinando seus resultados de cultura 
microbiológica de material respiratório (escarro ou swab de tosse) e IgG sérica específica 
para P. aeruginosa (Papers 3 e 4). Trata-se de uma modificação dos critérios clássicos 
de Leeds [246], que consideram os resultados de cultura mensais em um ano. Aqui, 
levamos em conta uma série de fatores. Primeiro, nossos pacientes são consultados em 
uma base trimestral, e consideramos que quatro culturas anuais podem não ser suficientes 
para determinar a situação de cada paciente. Segundo, a P. aeruginosa pode estar presente 
em cultura microbiológica sem despertar uma resposta humoral sistêmica específica, o 
que caracteriza apenas colonização e não infecção. A resposta humoral específica também 
pode surgir antes da detecção da bactéria em cultura microbiológica, devido às limitações 
nos métodos baseados em cultura [267,268]. Terceiro, a resposta humoral pode ser 
transitória e não necessariamente indicar a infecção crônica [273,284]. Assim, a 
classificação aqui proposta pode auxiliar em uma melhor triagem de nossos pacientes, 
bem como na adoção de condutas apropriadas para cada caso. 
Nos esforços para a detecção precoce da infecção por P. aeruginosa, a hipótese 
das vias aéreas unificadas tem sido cada vez mais corroborada e as vias aéreas superiores, 
mais precisamente, os seios paranasais, provavelmente constituem o primeiro nicho de 
colonização por P. aeruginosa nas vias aéreas da FC e o principal reservatório para novas 
colonizações e infecções pulmonares [233]. Levando em conta as dificuldades de 
amostragem de espécimes dos seios paranasais, são necessários métodos alternativos de 
detecção bacteriana nessa região que sejam exequíveis na rotina clínica da FC. Nesse 
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contexto, testamos a utilidade de uma técnica de ELISA para medida da concentração de 
sIgA específica para P. aeruginosa em saliva (Papers 3 e 4), para detecção da infecção 
pulmonar crônica. A sIgA em saliva é um potencial marcador da presença bacteriana nas 
vias aéreas superiores, dada a resposta humoral mediada predominantemente por sIgA na 
mucosa dos seios paranasais [279,280]. Não apenas mostramos níveis significativamente 
aumentados de sIgA em saliva de pacientes com infecção pulmonar crônica, como 
também encontramos um valor preditivo negativo de 92%, quando comparados com 
pacientes não crônicos, ou seja, o teste se mostra útil, também, para descartar a presença 
da infecção pulmonar crônica por P. aeruginosa. Nossos resultados corroboram os 
achados de Aanaes et al. [280], que conduziram o primeiro estudo avaliando a utilidade 
diagnóstica da sIgA em saliva para a detecção da infecção por P. aeruginosa na FC. 
Porém, utilizamos um método de coleta que rende uma amostra maior, mais limpa e mais 
facilmente obtenível de saliva em relação ao estudo de Aanaes. Em análise longitudinal, 
os níveis de sIgA foram significativamente maiores em pacientes que mantiveram cultura 
e/ou IgG sérica positiva para P. aeruginosa durante três anos de seguimento, em relação 
a pacientes que se mantiveram P. aeruginosa-negativos, tanto no início quanto no último 
ano de seguimento. Essa diferença não foi vista em relação a pacientes que eram P. 
aeruginosa-positivos e se tornaram P. aeruginosa-negativos, o que não é uma surpresa, 
e pode indicar foco persistente de colonização nos seios da face nesses pacientes. Essa 
afirmação é fortalecida pelo fato de todos os pacientes livres de infecção com resultado 
positivo de sIgA em saliva no início do estudo terem mantido esses níveis positivos até o 
final do seguimento. Em geral, o teste foi capaz de detectar a resposta de sIgA em saliva 
em um intervalo médio de 9,5 meses antes da detecção da P. aeruginosa por cultura ou 
sorologia e, mais importante, mostrou capacidade de detectar pacientes em alto risco de 
exposição à bactéria nos pulmões com até dois anos de antecedência. Algumas lacunas 
existem em nosso estudo, como, por exemplo, pacientes com isolamento de P. aeruginosa 
em cultura de escarro/swab de tosse, mas sem resposta de sIgA específica em saliva. 
Porém, tais discordâncias existem mesmo em estudos baseados em cultura e em biologia 
molecular das vias aéreas superiores e inferiores [234,242,292–295]. A concordância 
entre presença e ausência de P. aeruginosa nas vias aéreas superiores e inferiores parece 
variar entre 19 e 55%, dependendo do método utilizado para amostragem das vias aéreas 
inferiores [292,293,295]. Três estudos [234,295,296] relataram maior presença de P. 
aeruginosa nas vias aéreas inferiores, em relação às vias aéreas superiores. Mainz et al. 
[234] encontraram uma taxa de colonização de 46% nas vias aéreas superiores, e de 90%
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nas vias aéreas inferiores de pacientes com histórico prévio de colonização pulmonar por 
P. aeruginosa. Também encontraram uma probabilidade 88 vezes maior de identificação
de P. aeruginosa nas vias aéreas superiores em pacientes com cultura de escarro/swab 
positivas. A sensibilidade de 87% encontrada por nosso teste de ELISA corrobora esses 
achados. Outros estudos, por outro lado, relataram maior presença de P. aeruginosa nas 
vias aéreas superiores [293,294,297]. Muhlebach et al. [293] relataram baixa acurácia, 
tanto para a cultura de LBA quanto para a cultura de SOF, para a detecção de P. 
aeruginosa nos seios paranasais. Outro estudo relatou bons valores preditivos para a 
cultura de escarro, em comparação com a microbiota sinusal [295].  
Há, evidentemente, limitações em nosso estudo avaliando a utilidade diagnóstica 
da sIgA em saliva. Trata-se de um estudo com uma população de um único centro, com 
tempo de seguimento relativamente curto, o que não possibilitou análises estatísticas mais 
robustas. A principal limitação é a falta de comparação dos níveis de sIgA em saliva com 
resultados de cultura microbiológica de amostras respiratórias dos seios da face. No 
entanto, essa abordagem não é realizada na rotina clínica de nosso centro de FC, não 
estando, portanto, a nosso alcance. Ainda assim, além de mostrar capacidade para detectar 
pacientes em risco de exposição à P. aeruginosa nas vias aéreas inferiores, nosso teste 
pode ser útil para identificar pacientes que necessitem investigação da presença dessa 
bactéria nos seios da face, abrindo, assim, uma janela de oportunidade para detecção e 
tratamento precoce da colonização nesse compartimento e prevenir ou adiar a aspiração 
da P. aeruginosa para os pulmões. A hipótese das vias aéreas unificadas é, portanto, 
corroborada. 
Em resumo, mostramos que a infecção pulmonar por P. aeruginosa pode, em 
muitos casos, ser precedida pela colonização nas vias aéreas superiores e a dosagem de 
sIgA específica em saliva possui grande potencial para identificar tais casos. Porém, ainda 
necessita comparação com a abordagem microbiológica dos seios da face, o que já está 
em planejamento. Na infecção pulmonar crônica, o papel da resposta imune adaptativa, 
especialmente a resposta humoral, deve ser melhor explorado. Apesar da exposição 
repetida aos antígenos de P. aeruginosa, ativação constante de células B contra 
organismos invasores e produção contínua de anticorpos, muito poucos estudos 
abordando a funcionalidade dos anticorpos e a dinâmica das células B na FC foram 
publicados nas últimas duas décadas. Assim, esse campo continua, em sua maior parte, 
desconhecido. Tal resposta de anticorpos não é ineficiente por acaso, e os mecanismos 
subjacentes, bem como possíveis falhas na montagem de uma resposta em situação de 
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reinfecção após suposta erradicação, bem como na produção de memória imunológica, 
devem ser melhor esclarecidas. 
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